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Комплекс TREX-2 эукариот отвечает за экспорт из ядра в цитоплазму широкого спектра мРНК. Ранее 
мы показали, что субъединица комплекса TREX-2 D. melanogaster, белок PCID2, имеет домен, спец-
ифично взаимодействующий с РНК. Однако, остается неизвестным, участвуют ли другие компоненты 
комплекса во взаимодействии с таргетной мРНК и в ее узнавании. В настоящей работе мы определяли 
роль Xmas-2, основной структурной субъединицы комплекса, в специфичном распознавании фраг-
ментов мРНК ras2. В данной работе мы показали, что Xmas-2 взаимодействует с мРНК ras2 незави-
симо от других субъединиц комплекса. Мы показали, что РНК-связывающие домены располагаются 
как в N-концевом домене, так и C-концевом домене Xmas-2. Однако, взаимодействие белка с фраг-
ментами мРНК ras2 не зависит от последовательности и структуры РНК и является неспецифичным. 
Таким образом, субъединица Xmas-2 не участвует в распознавании комплексом определенных по-
следовательностей РНК.
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11Эволюционно-консервативный комплекс эу-
кариот TREX-2 отвечает за экспорт мРНК из ядра 
в цитоплазму [1–5]. У D. melanogaster в его состав 
входят белки Xmas-2, PCID2, ENY2 и Sem1p [6]. 
В составе комплекса Xmas-2 представляет собой 
структурную субъединицу, с которой взаимодей-
ствуют другие субъединицы комплекса [7, 8–11]. 
Комплекс отвечает за ядерный экспорт широко-
го спектра молекул мРНК. Однако, существу-
ют данные, что экспорт не  всех мРНК зависит 
от  TREX-2  [12]. В  связи с  этим встает вопрос, 
как комплекс узнает свои таргетные мРНК и ка-
кие белки комплекса отвечают за взаимодействие 
с  определенной мРНК. Недавно мы  показали, 
что у D. melanogaster субъединица PCID2 связы-
вает РНК гена ras64B (ras2) с помощью двух до-
менов, один из которых специфично связывается 
с  3’-некодирующей областью мРНК ras2  [13]. 
Другой домен PCID2 взаимодействует с мРНК 
неспецифично, но для его связывания необходим 
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домен специфичного взаимодействия. Таким обра-
зом, первоначальное узнавание последовательности 
мРНК происходит за счет специфического домена, 
после чего происходит специфичное взаимодей-
ствие PCID2 с мРНК [13].

В данной работе мы исследовали участвует ли ос-
новная структурная субъединица Xmas-2 в спец-
ифичном взаимодействии с мРНК ras2. На пер-
вом этапе была изучено, связывается ли Xmas-2 
с какими-то определенными участками таргетной 
мРНК. Для эксперимента по связыванию был взят 
полноразмерный Xmas-2 и  мРНК гена ras2, по-
скольку ранее методом иммунопреципитации РНК 
было показано взаимодействие Xmas-2 с данной 
мРНК [6]. Схема деления РНК на фрагменты пред-
ставлена на Рисунке 1а.

РНК была поделена на четыре фрагмента: 1 – 
включал в  себя 5’-некодирующую область ras2, 
2  и  3  – последовательные фрагменты кодирую-
щей области, 4 – 3’-некодирующую область ras2. 
Для экспериментов EMSA фрагменты РНК были 
радиоактивно мечены [32P]UTP. В реакцию связы-
вания с РНК добавляли экспрессированный в бак-
териальной системе и очищенный полноразмер-
ный Xmas-2, слитый с GST-эпитопом. По резуль-
татам эксперимента оказалось, что GST-Xmas-2 
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связывает каждый из протестированных фрагмен-
тов РНК ras2 (Рис. 1б, в).

Таким образом, Xmas-2 может взаимодей-
ствовать с мРНК независимо от других белков 
комплекса TREX-2. При этом Xmas-2 связывает 
фрагменты РНК ras2 независимо от их последо-
вательности, то есть его взаимодействие с РНК 
является неспецифичным.

Ранее нами было показано, что в клетке Xmas-2  
специфически расщепляется на два белка, 

соответствующих его N- и С-концевым последо-
вательностям (N-концевой Xmas-2 около 80 кДа, 
C-концевой около 100 кДа) [14]. N-концевой 
фрагмент включает в себя SAC3-GANP домен, 
отвечающий за взаимодействие с PCID2 и РНК, 
а С-концевой фрагмент содержит домен CID, 
отвечающий за взаимодействие с ENY2 и ядер-
ной порой. Можно предположить, что за взаи-
модействие с РНК отвечают домены, располо-
женные только в  одном из фрагментов Xmas-2, 
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Рис. 1. Анализ взаимодействия полноразмерного Xmas-2 с фрагментами РНК ras2 гена D. melanogaster. (а) Схема де-
ления ras2 на фрагменты, взятые в эксперимент по связыванию. (б) На рисунке представлены автографы 5% ПААГ. 
Скобочкой отмечена миграция свободной РНК, а стрелочкой образующиеся комплексы белок-РНК. Концентрация 
каждого меченого фрагмента РНК в реакции связывания составляла 25 нМ. Представлены результаты взаимодей-
ствия GST-Xmas-2: на дорожках 1–5 – с фрагментом 1 ras2; 6–10 – с фрагментом 2 ras2; 11–15 – с фрагментом 3 
ras2; 16–20 – с фрагментом 4 ras2. На первой дорожке каждой реплики белок отсутствовал (полосы 1, 6, 11, 16), 
на каждой копии концентрация GST-Xmas-2 составляла 12,5 нМ – на второй дорожке, 25 нМ – на третьей дорожке, 
50 нМ – на четвертой дорожке. На пятой дорожке каждой копии представлен результат связывания 7 нМ GST с РНК. 
(в) На рисунке представлены KD, посчитанные по результатам, представленным на рис. 1б.
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или N- и  C-концевой домены взаимодействуют 
с РНК с различной эффективностью. Для провер-
ки данного предположения были созданы кон-
струкции, содержащие кодирующие последова-
тельности N-концевой части Xmas-2 (1-594 ак) 
и C-концевой части Xmas-2 (595-1370 ак), слитые 
с GST-эпитопом. Сверхэкспрессированные в бак-
териальной системе очищенные белки связывали 
с радиоактивно мечеными фрагментами РНК ras2, 
использованными ранее в экспериментах по связы-
ванию полноразмерного Xmas-2 (Рис. 1а). В реак-
циях EMSA как N-Xmas-2 (Рис. 2а), так и C-Xmas-2 
(Рис. 2б), слитые с GST-эпитопом, связывали каж-
дый из фрагментов ras2 РНК, взятый в эксперимент.

Таким образом, Xmas-2 имеет домены взаимодей-
ствия с РНК как в N-концевой, так и в С-концевой 

части. Оба домена белка могут связывать фрагменты 
РНК ras2 независимо друг от друга.

Для проверки того,  взаимодействуют 
ли N-концевая и С-концевая части Xmas-2 с мРНК 
in  vivo были проведены эксперименты по  им-
мунопреципитации мРНК ras2 из  S2 клеток D. 
melanogaster. В S2 клетках были сверхэкспрессиро-
ваны N-Xmas-2 и C-Xmas-2, слитые с тремя FLAG-
эпитопами (Рис. 3а).

Из ядерного экстракта S2 клеток была прове-
дена иммунопреципитация РНК, с использова-
нием антител к FLAG-эпитопу. Как N-Xmas-2, 
так и  C-Xmas-2 эффективно осаждали РНК 
ras2 из лизата клеток (Рис. 3б). Таким образом, 
оба фрагмента Xmas-2, сверхэкспрессированные 
в  S2 клетках D. melanogaster, взаимодействуют 
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Рис. 2. Анализ взаимодействия C-Xmas-2 и N-Xmas-2 с фрагментами мРНК ras2. (а, б) Комплексы, образующиеся 
при связывании N-Xmas-2 и C-Xmas-2 с фрагментами ras2 РНК анализировали на 5% ПААГ. На рисунке пред-
ставлены автографы. Скобочкой и, в случае белка GST, звездочкой, отмечена миграция свободной РНК, а стре-
лочкой отмечены образующиеся комплексы белок-РНК. Концентрация меченых [32P]UTP фрагментов мРНК ras2 
в реакции связывания составляла 25 нМ. (а) РНК инкубировали с увеличивающимися количествами очищенного 
GST-N-Xmas-2: дорожки 1, 4, 7, 10 – белок в реакцию не добавлялся; 2, 5, 8, 11 – 5 нМ белка было добавлено 
в реакцию связывания; 3, 6, 9, 12 – 50 нМ белка было добавлено в реакцию связывания. (б) РНК инкубировали 
с увеличивающимися количествами очищенного GST-С-Xmas-2: дорожки 1, 4, 7, 12 – белок в реакцию не добав-
лялся; 2, 5, 8, 10 – 5 нМ белка было добавлено в реакцию связывания; 3, 6, 9, 11 – 50 нМ белка было добавлено 
в реакцию связывания.
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с  РНК, что подтверждает данные, полученные 
в EMSA.

Таким образом, мы показали, что белок Xmas-
2 имеет несколько доменов связывания мРНК 
ras2, расположенных в N- и C-концевых частях 
белка. Присутствие домена взаимодействия 
с РНК в N-концевой части Xmas-2 было также 
показано для дрожжей [9]. В данной работе впер-
вые показано, что у высших эукариот существуют 
два участка взаимодействия. Мы также показали, 
что взаимодействие Xmas-2 с  РНК in  vitro не-
специфично. Вероятно, за специфичность взаи-
модействия комплекса TREX-2 с РНК отвечают 
другие белки комплекса. Одним из них, как было 
показано нами ранее, является PCID2 [13].
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XMAS-2 PROTEIN, A CORE PROTEIN  
OF THE TREX-2 MRNA EXPORT COMPLEX,  

IS NOT DETERMINED THE SPECIFICITY  
OF RAS2 MRNA BINDING BY THE COMPLEX
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Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
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The TREX-2 complex of eukaryotes is responsible for the export of a wide range of mRNAs from the 
nucleus to the cytoplasm. Previously, we showed that a subunit of the D. melanogaster TREX-2 complex, 
the PCID2 protein, has a domain that specifically interacts with RNA. However, it remains unknown 
whether other components of the complex are involved in interaction with and recognition of the target 
mRNA. In the present work, we determined the role of Xmas-2, the core structural subunit of the 
complex, in the specific recognition of ras2 mRNA fragments. In this work, we showed that Xmas-2, 
interacts with ras2 mRNA independently of other subunits of the complex. We showed that RNA-
binding domains are located in both the N-terminal domain and the C-terminal domain of Xmas-2. 
However, the interaction of the protein with ras2 mRNA fragments is independent of RNA sequence 
and structure and is nonspecific. Thus, the Xmas-2 subunit is not involved in the recognition of specific 
RNA sequences by the complex.
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