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Белок PCID2 входит в состав комплекса TREX-2 эукариот, отвечающего за экспорт мРНК из ядра 
в цитоплазму. Ранее, мы показали, что PCID2 D. melanogaster участвует в специфичном распозна-
вании мРНК и выявили ключевые аминокислоты, отвечающие за взаимодействие с РНК гена ras2. 
В данной работе мы показываем, что точечные мутации данных аминокислот нарушают взаимо-
действие белка с РНК клетки и экспорт полиА- содержащей мРНК из ядра в цитоплазму в клетках 
D. melanogaster.

Ключевые слова: PCID2, TREX-2, экспорт мРНК, транскрипция
DOI: 10.31857/S2686738924050013

Ядерная фаза экспрессии генов завершает-
ся экспортом зрелых мРНК через ядерные поры 
в цитоплазму [1]. Комплекс TREX-2 представлен-
ный у всех эукариот, отвечает за экспорт мРНК, 
а  также выполняет ряд других биологических 
функций, включая предотвращение нестабиль-
ности генома [2–7]. Кроме того, в почкующихся 
дрожжах комплекс TREX-2 опосредует локализа-
цию активно экспрессируемых генов, таких как 
GAL1, а у многоклеточных способствует как лока-
лизации, так и обеспечению быстрого перемеще-
ния к ядерным порам и ядерному экспорту мРНК 
генов БТШ [4, 7–11]. Нокдаун субъединиц ком-
плекса приводит к перераспределению мРНК, ко-
торая в норме локализуется большей частью в ци-
топлазме, а при нокдауне субъединиц комплекса 
задерживается в ядре [4, 7, 11]. У D. melanogaster 
комплекс TREX-2 состоит из четырех белков: Xmas-2, 
PCID2, ENY2 и Sem1p [4, 12, 13].11

Недавно было показано, что в специфичном 
распознавании мРНК в составе комплекса участ
вует белок PCID2 [14]. PCID2 содержит два до-
мена взаимодействия с мРНК, которые распола-
гаются в M- и C-концевой части белка. Домен, 
локализованный на С-конце PCID2, специфично 
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связывает фрагмент 3’-некодирующий области 
мРНК гена ras2. А делеция С-концевой последо-
вательности PCID2 приводит к  нарушению экс-
порта мРНК из ядра в цитоплазму [15]. Был также 
найден ранее неизвестный домен, находящийся 
в  центральной части белка (M), неспецифично 
взаимодействующий с мРНК. Точечные мутации 
в М-домене PCID2 приводили к резкому сниже-
нию взаимодействия PCID2 с ras2 мРНК [14].

В данной работе мы исследовали влияют ли эти 
мутации в белке на взаимодействие белка с РНК 
в клетке, а не только в системе in vitro. Кроме того, 
мы предполагали выяснить, влияет ли это на свя-
зывание с широким спектром РНК (с которым вза-
имодействует PCID2). Также была цель изучить 
влияние данных мутаций на общий экспорт мРНК 
из ядра в цитоплазму.

Консервативные аминокислоты, отвечающие 
по нашим результатам за взаимодействие с РНК ras2, 
находятся в положениях Arg191 и Arg216 (Рис. 1а).

Каждая аминокислота была заменена на  Ala 
в  мутантных белках (PCID2R191A и  PCID2R216A). 
На рис. 1б представлена предсказанная структура 
белка PCID2 D. melanogaster, на которой отмечены 
заменяемые аминокислоты. Обе аминокислоты 
находятся в канавке, участвующей во взаимодей-
ствии PCID2 c РНК. Как было показано в пре-
дыдущей работе, эти замены приводят к резкому 
снижению связывания PCID2 с  РНК гена ras2 
in vitro.



6	 ВДОВИНА﻿ и др.

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ том 518 2024

На первом этапе работы было проверено, на-
рушают ли данные мутации связывание PCID2 
с РНК клетки. Для этого культуру клеток S2 рас-
тили в  среде с  добавлением 5-этинилуридина 
2  часа  [13]. Тотальную РНК, меченную 5-эти-
нилуридином и  биотином, выделяли из  кле-
ток на колонках со стрептавидин-агарозой [13]. 
Далее, одинаковое количество меченой РНК, 
иммобилизованной на  стрептавидин-агаро-
зе, инкубировали с лизатами белков PCID2 ди-
кого типа или мутированных форм PCID2R191A 
и PCID2R216A, наработанными в бактериальной 
системе (рис. 2а).

В аналогичном эксперименте меченную то-
тальную РНК инкубировали с экстрактом клеток, 
трансформированных конструкциями для экс-
прессии PCID2 дикого типа или мутированных 
форм PCID2: PCID2R191A и  PCID2R216A (рис. 2б). 
После инкубации материал отмывали от  несвя-
завшегося белка высоко-солевым раствором, со-
держащим 500 мМ KCl. Ассоциированные с РНК 
белки детектировали с  помощью разделения 

в ПААГ и вестерн-блот гибридизации с антителами 
к PCID2 (рис. 2а, б).

Эксперимент по  взаимодействию тотальной 
РНК клетки с формами PCID2, экспрессирован-
ными в бактериях, показал, что белок PCID2 ди-
кого типа, как и мутантные формы, связываются 
с  РНК. Однако, мутантные формы PCID2 хуже 
осаждались за РНК, что говорит об их худшем свя-
зывании. Связывание обоих мутантных белков 
с новосинтезированной РНК было слабее по срав-
нению с контролем. Однако мутация R216A при-
водила к  наибольшему ослаблению взаимодей-
ствия (рис. 2 а,б), что соответствует результатам, 
полученным ранее [14]. При инкубации тотальной 
меченной РНК с ядерными экстрактами клеток, 
в  которых экспрессировали PCID2, PCID2R191A 
или PCID2R216A, были получены аналогичные ре-
зультаты (рис. 2 б). Таким образом, можно заклю-
чить, что мутации данных аминокислот нарушают 
связывание PCID2 с РНК в белковом экстракте 
аналогично тому, как это было показано in vitro. 
Более того, данные мутации нарушают связывание 

Рис. 1. Предсказанные сайты связывания с РНК на молекуле PCID2. (а) Эволюционное выравнивание после-
довательности М-домена PCID2 у некоторых видов эукариот. Аминокислоты, замененные в мутантных белках 
PCID2R191A и PCID2R216A, выделены и обведены в рамку. (б) Предсказанная структура PCID2 D. melanogaster из базы 
данных AlphaFold Protein Structure Database. Аминокислоты в М-домене белка, замененные в мутантных белках 
PCID2R191A и PCID2R216A, указаны на предсказанной структуре PCID2.
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Рис. 2. Нарушение ассоциации PCID2 с точечными мутациями в М-домене с новосинтезированной РНК. Мечен-
ную биотином EU-РНК инкубировали с лизатами клеток, содержащих PCID2, или PCID2R191A, или PCID2R216A, 
экспрессированными в (а) бактериальной системе и (б) в S2 клетках D. melanogaster. Меченная биотином EU-РНК 
со связавшимися белками была иммобилизована на стрептавидин-агарозе. Ассоциированные с РНК белки детек-
тировали вестерн-блот анализом.
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Рис. 3. PCID2 с точечными мутациями в М-домене не способен выполнять свои функции в экспорте мРНК. 
(а) Распределение мРНК в S2 клетках в контрольных клетках (wt) и при нокдауне PCID2 (контроль). В экс-
периментах клетки, в которых проводился нокдаун PCID2, были трансфецированы полноразмерным PCID2 
или PCID2R191A, или PCID2R216A. Примеры распределения мРНК (красное окрашивание) и клеточных ядер (зе-
леное окрашивание) и соответствующие слитые изображения показаны для контрольных клеток и клеток после 
нокдауна PCID2 и трансфекции с PCID2wt, PCID2R191A, PCID2R216A (увеличение, x1000). Для выявления поли(A) 
РНК проводили РНК FISH с использованием меченного Cy3-олиго-dT праймера. Ядра окрашивали DAPI. Изо-
бражения были перекрашены в программе Photoshop для лучшей визуализации. (б) Процент клеток, в которых 
мРНК оставалась в ядре. На гистограмме представлены результаты эксперимента, описанного на Рисунке 3а. 
Каждый эксперимент был проведен в четырех повторах. В каждой реплике вслепую подсчитывали около 200 
клеток и вычисляли среднее значение. Сравнение между экспериментальными группами проводилось с помощью 
t-критерия Стьюдента. Все данные представлены как средние ± SD (столбцы ошибок) не менее чем для четы-
рех независимых экспериментов. Звездочки указывают на то, что данные статистически значимы при *P < 0,05 
или **P < 0,01.
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с тотальной РНК, а не только для РНК ras2, для 
которой это было показано ранее in vitro.

Влияние мутантных белков на экспорт мРНК 
было изучено на клетках S2 D. melanogaster. В клет-
ках был проведен нокдаун эндогенного белка 
PCID2 методом РНК интерференции. Распределе-
ние мРНК в клетке выявлялось с помощью FISH 
с меченным Cy3-oligo-dT праймером [4]. В кон-
трольных клетках основная часть мРНК выявля-
лась в  цитоплазме (рис. 3а), в  то время как при 
нокдауне PCID2 мРНК перераспределялась, кон-
центрируясь в ядре и вокруг ядра в цитоплазме, 
демонстрируя паттерн распределения, показанный 
ранее [12].

Чтобы понять, влияют ли исследуемые мутации 
PCID2 на экспорт мРНК, в клетках с нокдауном 
эндогенного PCID2 были экспрессированы полно-
размерный PCID2 дикого типа, мутантный белок 
PCID2R191A или мутантный белок PCID2R216A, сли-
тые с HA-эпитопом.

При нокдауне PCID2 51% клеток имеют нару-
шения в экспорте мРНК (рис. 3б). При экспрессии 
в клетках с нокдауном эндогенного PCID2 рекомби-
нантного PCID2, количество клеток с нарушениями 
уменьшалось до 34%, что указывает на его способ-
ность восстанавливать экспорт мРНК. Наоборот, 
экспрессия мутантного белка PCID2R191A только 
незначительно восстанавливала экспорт мРНК: ко-
личество клеток с нарушениями уменьшалось до 
46%. При экспрессии белка PCID2R216A количество 
клеток с  нарушениями даже незначительно уве-
личивалось (до 57%), сами же клетки теряли свою 
округлую форму (рис. 3а, б). Эти эксперименты 
показывают, что мутантные формы PCID2, R191A 
и R216A, не способны заменить эндогенный PCID2 
в ядерном экспорте мРНК.

Таким образом, роль аминокислот Arg191 
и Arg216 М-домена PCID2 во взаимодействии с ras2 
мРНК, показанная ранее в системе in vitro, подтвер-
дилась на  экспериментах, проведенных в  клетке 
на полиА-содержащей мРНК. Более того, наруше-
ние этого взаимодействия приводит к нарушению 
экспорта мРНК в ядре. Данные результаты пока-
зывают, что правильное взаимодействие М-домена 
PCID2 с молекулой РНК, необходимо для работы 
всего комплекса экспорта мРНК TREX-2.
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POINT MUTATIONS IN THE M-DOMAIN  
OF PCID2 IMPAIR ITS FUNCTION  IN MRNA EXPORT  

IN DROSOPHILA MELANOGASTER
Y. A. Vdovina, Academician of the RAS S. G. Georgieva, D. V. Kopytova#

Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
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PCID2 protein is a component of the eukaryotic TREX-2 complex responsible for mRNA export from 
the nucleus to the cytoplasm. Previously, we showed that PCID2 of D. melanogaster is involved in specific 
mRNA recognition and identified key amino acids responsible for interaction with the RNA of the ras2 
gene. In this work, we show that point mutations of these amino acids disrupt the interaction of the 
protein with cellular RNA and the export of polyA-containing mRNA from the nucleus to the cytoplasm 
in Drosophila cells.
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