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Теломерная ДНК связана с комплексом белков, который называется шелтерин. Есть данные, свидетель-
ствующие о том, что функции шелтеринового комплекса шире, чем просто защита концов хромосом. Из-
вестны примеры необычного распределения компонента шелтерина, теломерсвязывающего белка TRF2,
в ооцитах мыши и травяной лягушки Rana temporaria и в сперматозоидах мыши. В настоящей работе ис-
следовали распределение TRF2 в клетках сперматогенного ряда травяной лягушки. Для подтверждения
специфичности антител к TRF2 травяной лягушки использовали Вестерн-блот-анализ препаратов семен-
ников. Антитела, отобранные с помощью иммуноблотинга, использовали для определения локализации
TRF2 в сперматогониях и сперматозоидах с помощью иммунноэлектронной микроскопии. Показано, что
в сперматогониях TRF2 равномерно распределен по ядру. Присутствие TRF2 выявлено в цитоплазме
сперматогоний в составе электронноплотных структур. В сперматозоидах часть TRF2 находится в акросо-
ме, что подтверждает универсальность явления для позвоночных.
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Теломеры относят к классу тандемных повторов
(ТП). С многократно повторяющимися мономерами
TTAGGG связан специфический комплекс тело-
мерсвязывающих белков, который называется шел-
терин. Шелтерин млекопитающих состоит из белков
TRF1, TRF2, TIN2, POT1, TPP1 и RAP1 (de Lange,
2018). Белки TRF1, TRF2 и POT1 непосредственно
взаимодействуют с теломерной ДНК (de Lange,
2018). Белок TRF2 обладает высокой степенью гомо-
логии с TRF1. В состав TRF2 входит домен с неиз-
вестными функциями udTRF2, которого нет в соста-
ве TRF1. Косвенные данные свидетельствовали о го-
мологии между доменом udTRF2 и некоторыми
участками rod-доменов белков ламинов (Voronin et al.,
2003). Работа зарубежных авторов подтвердила взаи-
модействие между ламином A/C и TRF2 in vivo
(Wood et al., 2014).

Мы предполагали, что именно домен udTRF2 от-
вечает за взаимодействие TRF2 и теломер с ядерной
мембраной. С помощью ко-иммунопреципитации

рекомбинантного udTRF2 с ядерным экстрактом и
последующего масс-спектрометрического анализа
мы показали, что TRF2 взаимодействует с ламинами
А/С именно через домен udTRF2 (Travina et al.,
2021). Масс-спектрометрический анализ также поз-
волил идентифицировать еще 23 белка, связываю-
щих udTRF2 (Travina et al., 2021). Обилие белков сви-
детельствует либо о неожиданных функциях TRF2,
либо о неожиданных функциях всего теломерного
комплекса. Определение локализации TRF2 может
помочь обосновать предположения об этих функциях.

В последнее время появляются данные, свиде-
тельствующие о несвязанных с теломерами функци-
ях различных компонентов шелтерина, как в сома-
тических, так и в половых клетках. Например, ком-
поненты шелтерина, TRF2 и Rap1 действуют как
факторы транскрипции многих генов (Mendez-Ber-
mudez et al., 2018). Известно необычное распределе-
ние TRF2 во время гаметогенеза. Почукалина с соав-
торами показали, что в преовуляторных ооцитах мы-
ши TRF2 демонстрирует динамичное распределение
по мере формирования кариосферы (Pochukalina

Принятые сокращения: ТП – тандемные повторы; ЦТ – цен-
тральное тело кариосферы.
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et al., 2016). Авторы выделили 3 стадии формирова-
ния кариосферы в соответствии с общепринятой
классификацией (Bouniol-Baly et al., 1999). На ста-
дии NSN (non-surrounded nucleolus – не окруженное
ядрышко) TRF2 находится в кластерах интерхрома-
тиновых гранул, которые еще называют ядерными
спеклами или доменами SC35, и колокализуется с
белком SC35 (SRSF2) (Pochukalina et al., 2016). На
стадиях pSN (partly surrounded nucleolus – частично
окруженное ядрышко) и SN (surrounded nucleolus –
окруженное ядрышко) TRF2 перемещается в цен-
тральное тело (ЦТ) кариосферы (Pochukalina et al.,
2016) или атипичное ядрышко (Fulka, Langerova,
2019).

TRF2 обнаружен в ядерной оболочке и ядерных
спеклах ооцита лягушки R. temporaria (Bugaeva, Pod-
gornaya, 1997; Ilicheva et al., 2018a). TRF2 выявлен в
акросоме сперматозоидов мыши (Dolnik et al., 2007).
Однако работы о роли TRF2 в гаметогенезе остаются
единичными. Исследование, посвященное изуче-
нию локализации TRF2 в сперматогенезе мыши,
оставляет открытым вопрос о том, является ли не-
обычное положение TRF2 в акросоме сперматозои-
дов характерным для млекопитающих или носит об-
щий характер.

Для определения локализации TRF2 в настоящей
работе использовали семенники лягушки. В процес-
се сперматогенеза можно наблюдать разные стадии
развития и созревания половых клеток. Сперматоге-
нез R. temporaria относится к прерывистому типу, в
значительной степени не зависит от факторов внеш-
ней среды (Witschi, 1924) и регулируется сложной си-
стемой, включающей сезонные колебания секреции
гонадотропинов и циклическое изменение чувстви-
тельности зародышевого эпителия к этим гормонам
(van Oordt, 1956; van Oordt et al., 1968). Мы использо-
вали зимних лягушек (конца февраля и начала мар-
та), семенники которых обогащены сперматогония-
ми и сперматозоидами, и определяли локализацию
теломерсвязывающего белка TRF2 в этих клетках.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Объект. Взрослые самцы лягушек R. temporaria

отловлены в Ленинградской области. Объектом ис-
следования служили семенники, полученные из зи-
мующих лягушек в конце февраля–начале марта.

Электрофорез и иммуноблотинг. Белки клеток се-
менников разделяли с помощью SDS-электрофоре-
за по Лэммли (Laemmli, 1970), а затем переносили на
нитроцеллюлозную мембрану, используя метод по-
лусухого переноса (Towbin et al., 1979). Мембрану
обрабатывали раствором 5%-ного обезжиренного
молока, приготовленного на PBS, содержащем 0.5%
Tween20 (PBS-Tween), после чего инкубировали в те-
чение 1.5 ч в растворе первичных антител против
TRF2 (sc9143 и sc52968, Santa Cruz Biotechnology,

США; ab13579, Abcam, Великобритания в разведе-
нии 1 : 1000; а также ранее полученные антитела про-
тив домена udTRF2 (Ilicheva et al., 2018b) в разведении
1 : 500) и против TRF1 (sc5596, Santa Cruz Biotechnolo-
gy, США; разведение 1 : 1000). После отмывки мем-
брану инкубировали со вторичными антителами,
конъюгированными с щелочной фосфатазой. Выяв-
ление щелочной фосфатазы проводили с помощью
систем детекции BCIP/NBT (Sigma, США).

Электронная микроскопия. Для общеморфологи-
ческих исследований кусочки семенников фиксиро-
вали в 2.5%-ном глутаральдегиде на 0.05 M какоди-
латном буфере, содержащем 53.4 мг/мл сахарозы в
течение 1 ч при 4°C. Материал отмывали в растворе
какодилатного буфера с добавлением 41 мг/мл саха-
розы и постфиксировали в растворе 4%-ного тетраок-
сида осмия (OsO4) на какодилатном буфере в течение
1 ч при 4°C. Фиксированный материал обезвоживали в
растворах этанола возрастающей концентрации, аце-
тоне и заключали в Epon-Araldite (Polyscience,
США).

Клеточный состав семенных канальцев предва-
рительно визуализировали на полутонких срезах
2 мкм толщиной, окрашенных толуидиновым си-
ним (0.2% с добавлением 2.5% Na2CO3). Наблюде-
ние и фотосъемку проводили на микроскопе ZEISS
Axio Scope.A1 (Германия). Ультратонкие срезы тол-
щиной 70 нм получали на ультратоме Reichert Ultra-
cut-E (Австрия). Контрастирование срезов проводи-
ли 2%-ным уранилацетатом на 70%-ном этаноле в
течение 20 мин с последующей отмывкой дистилли-
рованной водой.

Для иммуноэлектронного мечения ультратонких
срезов кусочки семенников фиксировали в течение
1 ч при 4°C в 3.7%-ном растворе формальдегида на 1-
кратном фосфатно-солевом буферном растворе
(PBS), отмывали в 1-кратном PBS в течение ночи
при 4°C. Постфиксацию проводили 4%-ным OsO4
на 1-кратном PBS 1 ч при 4°C, после чего материал
отмывали в нескольких сменах дистиллированной
воды. Затем материал обрабатывали в течение
10 мин в 0.5 М растворе NH4Cl. Фиксированный ма-
териал обезвоживали в растворах этанола, контра-
стировали в насыщенном растворе уранилацетата на
этаноле и заключали в смолу LR White (Polyscience,
США).

Ультратонкие срезы обрабатывали в течение 30 мин
в фильтрованном блокирующем буферном растворе
(0.05% Tween-20, 0.5% желатина из кожи рыб, 1-крат-
ный PBS), после чего инкубировали в растворе пер-
вичных антител во влажных камерах при 4°С в тече-
ние ночи. Первичные антитела разводили 1 : 100 в
отмывочном буферном растворе (0.05% Tween-20,
0.1% желатина из кожи рыб, 1-кратный PBS). Для
вымывания первичных антител, не связавшихся с
целевым антигеном исследования, сетки промывали
в четырех сменах отмывочного раствора, после чего
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инкубировали в растворе вторичных антител в раз-
ведении 1 : 20 1.5 ч при комнатной температуре. Уль-
тратонкие срезы исследовали на электронном мик-
роскопе Carl Zeiss Libra 120 (Германия) при 80 кВ.
Изображения получены с помощью программы
Adobe Photoshop.

Реактивы. В работе использовали: поликлональ-
ные антитела против TRF2 sc9143 (Santa Cruz Bio-
technology, США); моноклональные антитела про-
тив TRF2 ab13579 (Abcam, Великобритания) и
sc52968 (Santa Cruz Biotechnology, США); поликло-
нальные антитела против домена udTRF2 (Ilicheva
et al., 2018b); поликлональные антитела против
TRF1 sc5596 (Santa Cruz Biotechnology, США); анти-
тела козы против иммуноглобулинов кролика, мор-
ской свинки или мыши, конъюгированные с щелоч-
ной фосфатазой; антитела козы против иммуногло-
булинов кролика, конъюгированные с коллоидным
золотом 10 нм; смолы LR White, и Epon-Araldite; 5-
бром-4-хлор-3-индолилфосфат BCIP, тетразолий
голубой NBT (Sigma, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Специфичность антител к TRF2 для лягушки. Для
определения локализации белка в клетках необходи-
мы специфичные для вида антитела. Доступные
коммерческие антитела к TRF2 получены к амино-
кислотной последовательности TRF2 человека, по-
этому могут не обладать достаточной специфично-
стью по отношению к TRF2 травяной лягушки. Для
выбора антител к TRF2 травяной лягушки провели
имунноблоттинг на препаратах семенников (рис. 1).

Антитела Anti-TRF2 Rabbit antibody Santa Cruz
sc9143 (рис. 1б, дорожка 3) распознают один белок с
кажущейся молекулярной массой около 56 кДа, что

соответствует расчетной молекулярной массе изо-
формы Х1 теломерсвязывающего белка TRF2 травя-
ной лягушки R. temporaria (56.27 кДа). Неспецифи-
ческое окрашивание в районе 15 кДа, наблюдаемое и
на дорожках 1, 3 и 5, вероятно, соответствует остат-
кам деградировавших белков. Для дальнейшего ис-
следования локализации белка в семенниках лягуш-
ки использовали антитела sc9143 к TRF2.

Морфологический анализ. Семенники лягушки
обладают морфологическими признаками, харак-
терными для начала марта. Клеточный состав се-
менных канальцев лягушки в это время года пред-
ставлен только сперматогониями, расположенными
на периферии семенных канальцев, небольшим коли-
чеством удлиненных сперматид и большим количе-
ством зрелых сперматозоидов, пучки которых запол-
няют цисты внутри канальца (рис. 2а). В семенниках
лягушки наблюдали два типа сперматогониальных
клеток. Они обозначены как первичные и вторичные
типы сперматогоний. Сперматогонии первичного,
или типа А, являются наименее дифференцирован-
ными зародышевыми клетками, в то время как вто-
ричные сперматогонии, или типа В, более диффе-
ренцированы; последнее поколение сперматогоний
типа В образует первичные сперматоциты (Cler-
mont, Bustos-Obregon, 1968). Термины “первичные”
и “вторичные” сперматогонии являются обобщаю-
щими и могут включать различные по морфологии
типы клеток. У разных видов описаны морфологи-
чески и/или функционально разные типы спермато-
гоний типов А и В. Однако общими чертами всех ти-
пов вторичных сперматогоний у амфибий считаются
незавершенные цитокинезы и образование клеточ-
ных мостиков (Haczkiewicz et al., 2017). В настоящей
работе мы обозначали одиночные сперматогонии

Рис. 1. Электрофорез семенников лягушки (а) и иммуноблоттинг с использованием различных антител к TRF2 семенников (б).
М – белковый маркер. а: Дорожка 1 – семенник лягушки. б – Дорожки: 1 – мышиные антитела ab13579 (Abcam, Великобрита-
ния); 2 – мышиные антитела sc52968 (Santa Cruz, США); 3 – кроличьи антитела sc9143 (Santa Cruz, США); 4 – кроличьи анти-
тела sc5596 (Santa Cruz, США); 5 – ранее полученные антитела морской свинки к домену udTRF2 (Ilicheva et al., 2018b).

а б
м 1 м 1 2 3 4 5

130
100
70

55

35

25

15

10

TRF2

130
100
70

55

35

25

15
10



ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 5  2022

ЛОКАЛИЗАЦИЯ ТЕЛОМЕРСВЯЗЫВАЮЩЕГО БЕЛКА TRF2 451

как первичные, а сгруппированные сперматогонии
названы вторичными.

Первичные сперматогонии распределены пооди-
ночке и располагаются на периферии семенных ка-
нальцев, каждая клетка окружена одной или не-
сколькими уплощенными клетками Сертоли непра-
вильной формы (рис. 2а). На светооптическом
уровне первичные сперматогонии представляют со-
бой клетки овальной формы с крупным центрально
расположенным ядром сферической формы, содер-
жащим одно или несколько заметных ядрышек и
редкие пятна гетерохроматина. Близко расположен-
ные сгруппированные клетки встречались редко, и
были определены как вторичные сперматогонии
(рис. 2а).

На ультраструктурном уровне ядро первичных
сперматогоний содержит отдельные блоки гетеро-
хроматина, разбросанные по ядру, и одно или не-
сколько ядрышек (рис. 2б). Ядерная оболочка имеет
в целом сферические очертания (рис. 2б), но иногда
наблюдали неглубокие инвагинации. Ультратонкая
структура вторичных сперматогоний сходна (рис. 2в).
Между вторичными сперматогониями наблюдали

цитоплазматические мостики, удерживающие клет-
ки связанными (рис. 2в). Иногда наблюдали митоти-
чески делящиеся сперматогонии (рис. 2г).

В цитоплазме некоторых первичных сперматого-
ний, в прилежащих к ядерной оболочке участках,
наблюдали крупные скопления электронно-плотно-
го материала, ассоциированного с агрегатами мито-
хондрий (рис. 2д). Эти структуры известны как nuage
(Eddy, 1975), и считается, что этот плотный материал
состоит из рибонуклеопротеинов и РНК-процесси-
рующих белков (Saffman, Lasko, 1999; Houston, King,
2000; Knaut et al., 2000; Houwing et al., 2007).

Локализация TRF2 в сперматогенных клетках ля-
гушки. Для определения локализации TRF2 исполь-
зовали метод иммуномечения на ультраструктурном
уровне. После обработки антителами митотических
клеток золотые частицы избирательно локализуются
на конденсированном хроматине метафазных хро-
мосом (рис. 3а), что соответствует ожидаемому по-
ложению TRF2. В ядре первичного сперматогония
наблюдали равномерное распределение белка по яд-
ру, в том числе и в ядрышке (рис. 3б). Хотя TRF2 ло-
кализуется в виде чашеобразных структур на наруж-

Рис. 2. Клеточный состав семенных канальцев лягушки. а – Поперечное сечение семенных канальцев, полутонкий срез,
окраска толуидиновым синим, Сг1 – первичный сперматогоний, С – клетка Сертоли, Сг2 – вторичные сперматогонии, Спз –
сперматозоиды в семенных канальцах; световая микроскопия, об: 40×. б – Первичный сперматогоний: я – ядро, яд –ядрыш-
ко, яо – ядерная оболочка, ц – цитоплазма. в – Вторичный сперматогоний, соединенный цитоплазматическим мостом (цм)
с соседней клеткой. г – Сперматогоний в метафазе, хр – хромосомы. д – Сперматогоний, плотный материал nuage (звездоч-
ка), в толщу которого встроены митохондрии (м), который появляется в околоядерном пространстве.
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ной поверхности ядерной оболочки ооцита лягушки
(Podgornaya et al., 2000), мы не обнаружили селек-
тивного мечения ядерной оболочки сперматогоний
(рис. 3б).

Неожиданно мечение золотом наблюдали в цито-
плазме в составе крупных аморфных участков элек-
тронно-плотного материала, определенными по
морфологии как nuage (рис. 2г, 3в, г).

В сперматозоидах ядро все еще содержит TRF2, в
основном на периферии ядра (рис. 4а, б). Метка
TRF2 обнаруживается также в акросоме (рис. 4а, с).
Таким образом, подтверждается универсальное (ак-
росомное) расположение TRF2 у позвоночных – ля-
гушки (данная работа) и мыши (Dolnik et al., 2007).

ОБСУЖДЕНИЕ
Локализация TRF2, как компонента шелтерина,

ожидается в связи с теломерами. В случае митоза

метка TRF2 локализуется на конденсированных
хромосомах (рис. 3а). В интерфазе TRF2 равномер-
но распределен по ядру (рис. 3б). Первоначально
TRF2 был выделен из ядерной оболочки ооцита ля-
гушки R. temporaria (Podgornaya et al., 2000). Предпо-
лагалось, что этот белок играет ключевую роль во
взаимодействии теломер с ядерной мембраной (Ili-
cheva et al., 2015). Для получения препарата ядерной
оболочки использовали ооциты на стадии диплоте-
ны. Мы не наблюдали TRF2 в ядерной оболочке
сперматогоний. Известно, что в пре-мейотических
клетках (сперматогониях) теломеры разбросаны по
всему ядру и не имеют физического контакта с ядер-
ной оболочкой (Scherthan et al., 1996). Поэтому от-
сутствие TRF2 в ядерной оболочке сперматогоний
ожидаемо. В настоящей работе мы использовали се-
менники зимних лягушек и наблюдали только спер-
матогонии и сперматозоиды. Стадии профазы мейо-
за I, когда теломеры мигрируют к периферии и при-

Рис. 3. Иммунноэлектронное мечение TRF2 в первичных сперматогониях. а – Первичный сперматогоний в метафазе, хр –
хромосомы. б – Первичный сперматогоний в интерфазе, яд – ядрышко, яо – ядерная оболочка. в, г – Локализация TRF2 в
nuage (звездочка). Мечение первичными антителами к TRF2 (sc9143, Santa Cruz, США), связанными с вторичными антитела-
ми, конъюгированными с частицами золота размером 10 нм (черные точки).
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Рис. 4. Иммунноэлектронное мечение TRF2 в сперматозоидах. а – Локализация TRF2 в ядре (я) и акросоме (ак) сперматозо-
ида; б – поперечный срез, локализация TRF2 в ядре (я); в – поперечный срез, локализация TRF2 в акросоме (ак). Мечение
первичными антитеами к TRF2 (sc9143, Santa Cruz, США), связанными с вторичными антителами, конъюгированными с ча-
стицами золота размером 10 нм (черные точки).
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крепляются к ядерной оболочке (Loidl, 1990; Zickler,
Kleckner, 1998), требуют отдельного изучения.

Некоторое количество метки TRF2 наблюдали в яд-
рышках. В сперматогенезе мыши локализация TRF2 в
ядрышке никогда не наблюдали (Dolnik et al., 2007).
Известно, что TRF2 может находиться в ядрышке в
некоторых клеточных линиях человека на опреде-
ленных стадиях клеточного цикла (Zhang et al.,
2004). TRF2 удерживается в ядрышке за счет взаимо-
действия с ядрышковым белком NOLC1 (Yuan et al.,
2017). Своевременные высвобождение TRF2 из яд-
рышка и последующее связывание с теломерами
имеют решающее значение для целостности хромо-
сом (Zhang et al., 2004). Сперматогонии интенсивно
делятся митотически, прежде чем начать мейоз. По-
этому сохранение избытка TRF2 в ядрышке возмож-
но и этом случае.

Связь TRF2 с ядрышком показана и для оогенеза
мыши. На поздних этапах оогенеза мыши TRF2 может
накапливаться в ЦТ кариосферы (Pochukalina et al.,
2016) или в атипичном ядрышке (Fulka et al., 2019). У
млекопитающих ЦТ кариосферы образуется в ре-
зультате последовательных трансформаций ядрыш-
ка развивающегося ооцита и содержит несколько
ядрышковых белков (Bogolyubov, 2018). TRF2 лока-
лизуется в SC35-содержащих ядерных тельцах до
конца диплотены и только затем начинает накапли-
ваться в ЦТ кариосферы (Pochukalina et al., 2016). В
ооцитах лягушки иммуноокрашивание против TRF2
было намного более интенсивным в SC35-содержа-
щих ядерных тельцах, а не в капсуле кариосферы,
предполагая, что домены SC35 являются основными
сайтами для накопления TRF2 в ядре поздних ооци-
тов R. temporaria (Ilicheva et al., 2018a). Таким обра-
зом, показано динамичное распределение TRF2 на
разных стадиях оогенеза. При сперматогенезе ля-
гушки также наблюдали перемещение TRF2, как в те
же (ядрышко), так и в другие компартменты (в акро-
сому).

В зрелых сперматозоидах лягушки значительная
часть TRF2 находится в акросоме (рис. 4а, с). В спер-
матогенезе мыши TRF2 присутствует в акросоме с
начальных стадий ее формирования (Dolnik et al.,
2007). В ходе спермиогенеза у позвоночных хрома-
тин подвергается конденсации, которая начинается
на ранней или средней стадии сперматид и достигает
кульминации в сперматозоидах (Ward, Coffey, 1991).
Конденсация является универсальным признаком
почти всех животных, хотя специфические паттерны
упаковки хроматина сильно различаются у разных
видов (Ward, Coffey, 1991; Fuentes-Mascorro et al.,
2000). Объем ядра значительно уменьшается во вре-
мя спермиогенеза, количество и вариабельность
белков снижаются. Акросома сперматозоида содер-
жит компоненты, необходимые для проникновения
в оболочку ооцита (Ramalho-Santos et al., 2002), а

также некоторые ДНК-связывающие белки (Herra-
da, Wolgemuth, 1997; Aul, Oko, 2002).

Сперматозоид представляет собой высокодиффе-
ренцированную и транскрипционно молчащую клет-
ку, тем не менее, он содержит некоторые факторы
транскрипции (Herrada, Wolgemuth, 1997; D’Cruz et al.,
2001; Bastián et al., 2007). Среди них Stat1 был обна-
ружен в сперматозоидах человека, тогда как Stat4
был обнаружен в сперматозоидах как человека, так и
мыши; мышиный Stat4 был локализован в перинукле-
арной теке (Herrada, Wolgemuth, 1997; D’Cruz et al.,
2001). Очевидно, сперматозоиды доставляют в яйце-
клетку не только мужской геном, но и важные молеку-
лы, необходимые для оплодотворения и развития эм-
бриона (Ostermeier et al., 2004; Miller et al., 2005).
TRF2 в акросоме, возможно, принципиально важен
для выравнивания геномов в зиготе.

Интересным оказалось присутствие TRF2 в nu-
age. Ранее с помощью масс-спектрометрии среди
интерактантов udTRF2-домена мы идентифициро-
вали ряд РНК-связывающих белков, включая пред-
ставителей семейства DEAD-box АТФ-зависимых
РНК-хеликаз, некоторые гетерогенные ядерные
нуклеопротеины (hnRNP) и факторы сплайсинга
(Travina et al., 2021). Клетки зародышевой линии раз-
личных организмов эукариот содержат электронно-
плотные структуры, которые известны как nuage
(Eddy, 1975). Структуры nuage характеризуются
аморфной формой, отсутствием окружающих мем-
бран, обилием РНК и РНК-связывающих белков и
могут находится в тесной ассоциации с кластерами
митохондрий или (и) непосредственно примыкать к
ядерной оболочке. Многочисленные структуры nu-
age обнаруживаются как в оогенезе, так и в сперма-
тогенезе (Nguyen-Chi, Morello, 2011). Предложено
несколько названий для различных электронно-
плотных структур конкретных зародышевых линий
для описания их морфологических особенностей,
внутриклеточной локализации и предполагаемых
функций (Russell, Frank, 1978; Hamaguchi, 1993; Yo-
kota, 2012).

Согласно одной из номенклатур, просперматого-
нии, сперматогонии и сперматоциты обладают фор-
мой nuage, временно связанной с митохондриями,
называемой межмитохондриальным цементом IMC
(IMC – inter-mitochondrial cement) (Chuma et al.,
2009). Многообразные типы nuage могут значитель-
но различаться по своей морфологии у различных
видов. Тем не менее эти структуры у разных видов
имеют много гомологичных компонентов, что ука-
зывает на то, что все они участвуют в регуляции РНК
и, вероятно, имеют сходные механизмы действия
(Chuma et al., 2009). Охарактеризовано около десяти
консервативных белков, локализованных в nuage,
среди которых РНК-хеликазы (MVH/DDX4, DDX25),
Tudor-домен-содержащие белки (TDRD1/MTR,
TDRD6, TDRKH/TDRD2) и белки семейства Piwi
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(Mili, Miwi и Miwi2) (Chuma et al., 2009; Arkov, Ra-
mos, 2010; Yokota, 2012; Wang et al., 2020). Белки, об-
наруженные в структурах nuage, участвуют в транс-
ляционном контроле мРНК и в подавлении экс-
прессии мобильных элементов.

Транскрипты ТП недавно обнаружены в nuage
ооцитов человека (Dobrynin et al., 2020; Enukashvi-
ly et al., 2021). Транскрипт теломерного ТП TERRA,
возможно, имеет принципиальное значение для эм-
брионального развития и старения (Libertini et al.,
2021). В дальнейшем мы предполагаем получить
данные о других белковых компонентах nuage в га-
метах травяной лягушки и проверить в них наличие
транскриптов TERRA.
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Localization of Telomere-Binding Protein Trf2 in Spermatogenic Cells of Hibernating Frogs 
Rana temporaria

А. O. Travinaa, *, P. K. Shvetsb, G. N. Pochukalinaa, and O. I. Podgornayaa, c
aInstitute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia

bSaint Petersburg State Institute of Technology, St. Petersburg, 190013 Russia
cDepartment of Biology, St. Petersburg State University, St. Petersburg, 199034 Russia
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Telomeric DNA is associated with a protein complex called shelterin. There is evidence showing that the functions
of the shelterin complex are broader than just a chromosome ends protecting. There are examples of an unusual dis-
tribution of the telomere-binding protein TRF2 in mouse and common frog Rana temporaria oocytes and mouse
spermatozoa. In this research we studied the TRF2 distribution in spermatogenic cells of the common frog. To con-
firm the specificity of antibodies to common frog TRF2, immunobloting analysis were performed with total testis.
Antibodies verified by immunoblotting were used to localize TRF2 in spermatogonia and spermatozoa using immu-
noelectron microscopy. In spermatogonia, TRF2 was evenly distributed throughout the nucleus. TRF2 staining in
the cytoplasm of spermatogonia in the electron-dense structures was revealed. In spermatozoa, a part of TRF2 is
located in the acrosome, confirming the universality of the phenomenon for vertebrates.

Keywords: telomere-binding protein TRF2, spermatogenesis, acrosome, nuage, Rana temporaria
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