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Ранее был охарактеризован ген RCC1 (Regulator of Сhromosome Сondensation 1), который считается регуля-
тором конденсации хромосом в клеточном цикле. Этот ген кодирует ядерный белок, последователь-
ность аминокислот которого высоко консервативна среди всех эукариот и состоит из семи бета-спира-
лей, также известных как семь повторяющихся единиц. Мы показали, что все наиболее заметные
черные диски политенных хромосом (260 дисков) и хромоцентр связывают антитела на этот белок.
Мы обнаружили, что антитела на белок RCC1 ксенопуса специфически связываются с белком
RCC1 дрозофилы и человека, при этом в линиях дрозофилы с подавлением недорепликации проис-
ходит увеличение относительного количества белка RCC1 по сравнению с диким типом.
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ВВЕДЕНИЕ

В политенных хромосомах Drosopohila, как бы-
ло показано на картах Н.К. Кольцова (1934) и
Бриджеса (1938), выделяются такие структуры,
как междиски, серые и черные диски. Известно,
что у Drosophila melanogaster геном разделяется на
две группы: гены “домашнего хозяйства” и гены
развития (тканеспецифические гены). Оказалось,
что первые занимают две структуры – междиск и
серый диск, а вторые расположены в черных дис-
ках. Ранее мы опубликовали модель 4-х состояний
хроматина, которая позволяет характеризовать два
типа дисков: черные и серые по белковому и гене-
тическому составу (Zhimulev et al., 2014). Одним из
перспективных биомаркеров канцерогенза являет-
ся ген RCC1 (Regulator of Сhromosome Сondensation 1).
Он кодирует ядерный белок, последовательность
аминокислот которого высоко консервативна

среди всех эукариот. Белок RCC1 является факто-
ром нуклеотидного обмена для ядерного белка
Ras-related nuclear protein (Ran), который пред-
ставляет собой ГТФазу. RCC1 также играет важ-
ную роль в сборке веретен деления во время ми-
тоза, предотвращении множественной реплика-
ции S-фазы ДНК, транспортировки ядерного
материала и реконструкции ядерной мембраны
(Makde et al., 2010). Из литературных данных
остается не до конца понятным в каких структу-
рах политенных хромосом локализуется этот бе-
лок (Frasch, 1991). Кроме того, как оказалось ген
RCC1 является онкогеном, от изменений актив-
ности которого зависит формирование опухолей.
Недавно была изучена потенциальная роль RCC1
в 33 опухолевых образованиях на основе баз дан-
ных Cancer Genome Atlas, Genotype-Tissue Expres-
sion и Gene Expression Omnibus. Результаты пока-
зали, что ген RCC1 очень высоко экспрессируется
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в большинстве злокачественных новообразова-
ний человека в отличие от здоровых тканей (Wu
et al., 2021).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования

В качестве объекта исследования мы исполь-
зовали плодовую мушку дрозофилу (Drosophila
melanogaster). Мух выращивали на стандартной
среде из кукурузной муки, дрожжей, агара и пато-
ки при 18, 22 или 25°С. Линия Oregon R использо-
валась в качестве дикого типа. Линия Rif11 была
любезно предоставлена Джаредом Нордманом,
отдел биологических наук Вандербильтского
университета, США. Линии w; ru h SuURES,
X^YX^Y.X^Y yw; SuURES, Su(var)3-906 и X^YX^Y.X^Y
yw; Rif11; SuURES, Su(var)3-906 были получены ра-
нее в нашей лаборатории.

Иммуноокрашивание политенных хромосом
Для иммуноокрашивания препараты сполас-

кивали в растворе PBST. Не допуская пересыха-
ния препарата, наносили первичные антитела
в блокирующем буфере (2% бычий сывороточ-
ный альбумин в PBST) и инкубировали во влаж-
ной камере в течение 2 ч при комнатной темпера-
туре. Далее препараты отмывали в растворе PBST
и наносили раствор вторичных антител, конъ-
югированных с флуорохромом, в блокирующем
буфере. Инкубировали в течение 1.5 ч, затем стек-
ла вновь отмывали в растворе PBST (3 смены по
5 мин). Далее на подсушенные препараты капали
по 8 мкл раствора (смесь DABCO и DAPI, Abcam)
и накрывали покровным стеклом. Цитологиче-
ский анализ и фотографирование проводили при
помощи микроскопа Olimpus BX-50F. Каждый
эксперимент повторялся не менее пяти раз, при
этом во всех случаях характер окраски воспроиз-
водился (Vatolina et al., 2011).

Вестерн-блот гибридизация
Для вестерн-блот гибридизации использовали

слюнные железы дрозофилы (20 пар на одну до-
рожку) и культуру клеток человека HEK (около
105 клеток на одну дорожку). Все образцы были
лизированы в буфере (50 мM Трис-HCl, 150 мM
NaCl, 0.1% Triton X-100, 0.1% SDS, 1 мM PMSF) и

экстракт тотальных белков был нанесен на поли-
акриламидный гель. Электрофоретическое разделе-
ние белков в исследуемых образцах проводили в
камере BioRad по стандартному протоколу в 10%
SDS–полиакриламидном геле. После разделения
на гель с образцом накладывали мембрану и про-
водили электроперенос в охлажденном буфере
(0.2 М глицин, 0.025 М Трис и 20% метанол) в те-
чение 1 ч при постоянном токе. Первичные анти-
тела разводили в блокирующем растворе (полик-
лональные антитела кролика к белку RCC1 ксе-
нопуса (Invitrogen) – 1 : 1000; моноклональные
антитела мыши к гистону Н3 (Novus Biological) –
1 : 10 000. Мембрану помещали в разведенные
первичные тела и инкубировали 1 ч при комнат-
ной температуре на шейкере при 45–50 об./мин.
Затем промывали в 1× PBST. Иммунодетекцию
производили с помощью набора Novex ECL Che-
miluminescent Substrate Reagent Kit (Invitrogen).
Анализ результатов проводился при помощи то-
пографа Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life
Sciences) и программы ImageJ (Thacker et al., 2021).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Несмотря на то, что диски в политенных хро-

мосом представляют только поперечные полосы,
разные типы серых и черных дисков отличаются
по генетическому составу, морфологии, реплика-
ционной активности, белковому составу и нукле-
осомным модификациям (Zhimulev et al., 2014). В
ходе нашей работы мы обнаружили, что антитела
на белок RCC1 ксенопуса специфически связы-
ваются с белком RCC1 дрозофилы и человека
(рис. 1). Мы максимально точно прокартировали
локализацию RCC1 в структурах хромосомы. В
политенных хромосомах антитела к белку RCC1
связываются исключительно с высоко компакти-
зованными черными дисками, в которых распо-
ложены гены развития. Для контраста локализа-
ции одновременно картировали белок CHRIZ,
который связывается с районами богатыми серыми
дисками и междисками. В результате в хромосоме
становились заметными протяженные участки
междисков и тонких серых дисков без локализа-
ции белка RCC1, а вся метка на белок RCC1 при-
ходилась на черные диски и прицентромерный
гетерохроматин (рис. 1а). Мы обнаружили
260 районов связывания белка RCC1 в интерфаз-
ных политенных хромосомах дрозофилы (табл. 1).
Во всех случаях это были черные диски и 75–

Таблица 1. Локализация антител на белок RCC1 в политенных хромосомах D. melanogaster

Хромосома chr 4 chr X chr 2L chr 2R chr 3L chr 3R Всего

Районы связывания белка RCC1
(черные диски)

2 53 51 43 48 63 260

Сайты поздней репликации 100% 83% 75% 88% 88% 92% Среднее значение 88%
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100% из них демонстрировали наличие позднего
завершения репликации. Таким образом, у нас
появился хороший маркер как на гены развития,
локализованные в черных дисках, так и на модель
онкогенеза на дрозофиле.

В работе М. Фраша было отмечено, что белок
RCC1 локализуется во всех без исключения дис-
ках политенных хромосом (Frasch, 1991). Но как
следует из описанных выше результатов картиро-
вания белка RCC1, он характерен только для чер-
ных конденсированных дисков и прицентромер-
ного гетерохроматина, из-за чего на хромосоме
обозначены протяженные участки серых дисков
без локализации белка RCC1 (желтая стрелка на
рис. 1а). Подобные различия в связывании одно-
го и того же белка могут говорить о разных меха-
низмах активирования генов развития и генов
“домашнего хозяйства”.

Известно, что черные диски часто испытыва-
ют неполную политенизацию (недорепликацию)
в результате чего материал черных дисков в хро-
мосомах нормальных линий недопредставлен
(Zhimulev et al., 1982). Мы использовали Вестерн-
блот гибридизацию для определения молекуляр-
ного веса и полуколичественного анализа белка
RCC1 в линии Oregon и в линиях с разными доза-
ми мутантных генов, приводящих к восстановле-
нию недореплицированных районов хромосом
дрозофилы (рис. 1б, 1в). С помощью программы
ImagJ было показано, что в линиях с мутациями
SuURES Su(var)3-906, Rif11 и SuURES Su(var)3-906 Rif11

относительное количество белка RCC1 в клетках
слюнных желез увеличивается в сравнении с ди-
ким типом более чем в три раза (рис. 1б, 1в, 1г).
Интересно то, что после подавления недорепли-
кации в прицентромерном гетерохроматине мож-
но наблюдать характерную для плеч хромосом
картину: белок RCC1 связывается с темными
участками, а CHRIZ со светлыми участками хро-
мосомы.
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Conservative Protein RCC1 Is a New Component of Black Bands
of Drosophila melanogaster Polytene Chromosomes
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Previously, the RCC1 gene (Regulator of Chromosome Сondensation 1) was characterized, which is consid-
ered a regulator of chromosome condensation in the cell cycle. This gene encodes a nuclear protein whose
amino acid sequence is highly conserved among all eukaryotes and consists of seven repeating units. We have
shown that all the most prominent black bands of polytene chromosomes (about 250) and the chromocenter
bind antibodies to this protein. We found that antibodies to the xenopus RCC1 protein specifically bind to the
Drosophila and human RCC1 protein, while in Drosophila lines with under replication suppression, the rela-
tive amount of the RCC1 protein increases compared to the wild type.

Keywords: housekeeping genes, developmental genes, bands, interbands, RCC1 protein, polytene chromo-
somes, Drosophila melanogaster
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