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Белковый комплекс TREX-2 является важнейшим комплексом, участвующим в экспорте мРНК из
ядра в цитоплазму через ядерные поры. Ранее у D. melanogaster был выделен совместный белковый
комплекс TREX-2 с комплексом ORC, показано, что взаимодействие TREX-2 с ORC необходимо
для эффективного экспорта мРНК из ядра в цитоплазму. В данной работе показано, что совмест-
ный комплекс TREX2-ORC также образуется в клетках человека.
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Экспрессия генов включает этапы синтеза
мРНК, формирования зрелой мРНП частицы и
экспорта мРНК из ядра в цитоплазму через ядер-
ные поры. В ходе образования мРНП частиц в ее
состав входят различные белки, регулируя про-
цессинг, взаимодействие мРНК с ядерными по-
рами и экспорт мРНК. Ранее у D. melanogaster в
качестве белкового компонента мРНП частиц на-
ми был описан комплекс TREX-2 [1], показано,
что TREX-2 ассоциирован с ядерной порой и не-
обходим для экспорта мРНК из ядра в цитоплаз-
му. Комплексы, гомологичные TREX-2, были
охарактеризованы у многих эукариот, в том числе
у дрожжей и у человека, показано, что TREX-2
играет ключевую роль в экспорте мРНК в различ-
ных организмах [2–4]. Комплекс TREX-2 D. mela-
nogaster состоит из белков Xmas-2, PCID2, ENY2,
Sem1p. Платформой для сборки комплекса явля-
ется белок Xmas-2, с которым взаимодействуют
остальные белки. На основании данных о взаи-
модействии белков в составе TREX-2, получен-
ных для белка Sac3, гомолога Xmas-2 у дрожжей,
и сравнении последовательностей белков пред-
полагают, что на N-конце Xmas-2 располагается
РНК-связывающий домен (RRM), далее в обла-
сти 3'-конца Sac3-GANP домена располагается
домен, с которым связываются PCID2 и мРНК,
ближе к C-концу белка находится CID-домен, с
которым связывается ENY2, ассоциированный с
ядерной порой [5–8]. В нашей группе был выде-

лен совместный комплекс TREX-2 c белками
ORC комплекса (Origin Recognition Complex) и
показана роль этого взаимодействия в экспорте
мРНК из ядра [9]. ORC комплекс был впервые
описан у почкующихся дрожжей как комплекс,
участвующий в инициации репликации [10]. Впо-
следствии гомологичные комплексы были обна-
ружены и у других организмов. Комплекс ORC
участвует в привлечении на ориджины реплика-
ции комплекса Mcm2-7 при участии факторов
Cdc6 и Cdt1 [11]. Однако у высших эукариот ORC
комплекс и его отдельные субъединицы проявля-
ют дополнительные свойства, не связанные с ре-
пликацией [12], в частности, показано взаимо-
действие белков ORC c различными РНК [13].
В нашей работе было показано, что белки ORC
взаимодействуют с мРНП частицей, и это взаи-
модействие опосредовано комплексом TREX-2
[9]. Было показано, что субъединицы ORC взаи-
модействуют с адаптером экспорта NXF1 и необ-
ходимы для связывания NXF1 с мРНП частицей.
Нокдаун компонентов ORC нарушает экспорт
мРНК, что выявляет важную роль ORC в экс-
портном пути мРНК. Однако остается вопрос,
насколько универсальным является данный ме-
ханизм. Чтобы ответить на этот вопрос, мы иссле-
довали существование взаимодействия между
субъединицами комплекса TREX-2 и субъедини-
цами комплекса ORС в культуре клеток человека.

У человека TREX-2 комплекс состоит из белка
GANP (гомолога Xmas-2), белка PCID2, двух ко-
пий белка ENY2, белка DSS1 (гомолога Sem1p),
центринов CETN2/CETN3 (гомологов Cdc31
белка дрожжей) [4]. ORC комплекс эволюционно
консервативен, состоит из шести субъединиц –
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Orc1, Orc2, Orc3, Orc4, Orc5, Orc6 [14]. Хотя белки
с Orc2 по Orc5 соосажадаются друг с другом из ли-
затов клеток человека в мягких условиях экстрак-
ции, общий комплекс субъединиц трудно выде-
лить [15]. При экстракции в более жестких усло-
виях несколько белков Orc соосаждаются со
стехиометрическими количествами других не-
идентифицированных белков, но не с одной из
известных субъединиц ORC.

Ранее в очищенном совместном TREX-2-ORC
комплексе D. melanogaster были найдены субъеди-
ницы Orc1, Orc3, Orc4, Orc5, Orc6. Было исследо-
вано прямое взаимодействие каждого из найден-
ных белков ORC c компонентами TREX-2 –
Xmas-2, PCID2, ENY2 [9]. Мы показали, что из
всех белков ORC субъединица Orc3 является наи-
более сильно ассоциированной с TREX-2 ком-
плексом и мРНП частицей, связываясь вместе с
ENY2 с C-концом Xmas-2 [9, 16, 17]. Orc4 наиболее
эффективно связывается с PCID2 [9]. Основываясь
на этих данных, для исследования существования у
человека белкового комплекса, гомологичного
комплексу TREX-2-ORC, были решено получить
антитела к GANP и PCID2 субъединицам TREX-2
человека и к Orc3 и Orc4 субъединицам ORC че-
ловека. Была проанализированная доменная
структура белков и выбраны участки аминокис-
лотных последовательностей для синтеза антиге-
нов (рис. 1а). Для GANP использовали фрагмент
1050 а.о.– 1247 а.о., содержащий последователь-
ность CID-домена, для PCID2 – фрагмент 11 а.о. –
399 а.о., почти полностью совпадающий с после-
довательностью полноразмерного белка, для Orc3
и Orc4 – фрагменты 534 а.о. – 711 а.о. и 236 а.о. –
436 а.о., соответственно, перекрывающие C-кон-
цевые домены белков, которые содержат ДНК-
связывающие WH-домены [11]. Были созданы ге-
нетические конструкции, кодирующие фрагмен-
ты аминокислотных последовательностей белков
в рамке с His-тагом. Затем с полученных кон-
струкций была проведена экспрессия рекомби-
нантных белков в E. coli. Белки были очищены из
бактериальных лизатов при помощи Ni-NTA ага-
розы. Далее была проведена иммунизация кроли-
ков соответствующими очищенными белками,
при проведении иммунизации были соблюдены
все этические нормы работы с животными.
Из сыворотки крови иммунизированных живот-
ных были афинно очищены поликлональные ан-
титела к белкам GANP, PCID2, Orc3, Orc4 чело-
века. Специфичность антител была протестиро-
вана в Вестерн-блот анализе тотальных лизатов
культуры клеток человека линии HEK293T
(рис. 1б). Антитела к GANP распознавали полно-
размерный белок, а также узнавали протеолити-
ческие фрагменты массой около 115 и 80 кДа. Ра-
нее было показано, что в клетках HEK293 GANP
способен подвергаться протеолитическому рас-
щеплению с образованием C-концевого фрагмен-

та белка массой около 110–115 кДа, расщепление
происходит в области 1024 – 1029 а.о. [18]. Так как
наши антитела были получены на участок GANP
c 1050 по 1247 а.о., то они способны распознавать
как целый белок, так и С-концевые протеолитиче-
ские фрагменты. Ранее мы показали, что у
D. melanogaster Xmas-2 также подвергаются разре-
занию на N-концевой и C-концевой фрагменты
[19]. С-концевой фрагмент Xmas-2 выявлялся в
виде полосы 100 кДа, а также полосы 80 кДа,
представляющей собой, по-видимому, продукт
дальнейшей деградации белка. Таким образом,
полученные антитела к GANP специфически
распознавали GANP и его С-концевые протеоли-
тические фрагменты. Антитела к Orc3 специфич-
но распознавали белок около 80 кДа, близкий к
расчетной массе, антитела к Orc4 специфично
распознавали белок около 45 кДа, близкий к рас-
четной массе. Антитела к PCID2 распознавали
как основную форму белка массой около 41 кДа,
так и две дополнительные модифицированные
формы, массой около 46 и 67 кДа. Ранее нами бы-
ло показано, что в клетках D. melanogaster PCID2
присутствует в виде трех форм массой около 42,
47, 52 кДа: 42 кДа соответствует расчетной массе
PCID2, а 47 и 52 кДа являются убиквитинилиро-
ванными модификациями PCID2 [20]. Можно
предположить, что в человеческих клетках PCID2
также присутствует в виде основной и модифици-
рованных форм.

Далее с целью проверить существование взаи-
модействия между TREX-2 и ORC комплексами в
клетках человека были проведены эксперименты
по иммуносоосаждению субъединиц TREX-2,
GANP и PCID2, совместно с субъединицами
ORC, Orc3 и Orc4, из тотальных лизатов линии
HEK293T (рис. 2). Для того, чтобы исключить не-
прямое взаимодействие субъединиц TREX-2 и
ORC через связывание с ДНК или РНК, при про-
ведении реакций иммуносоосаждения произво-
дилась обработка лизатов ДНКазой I и РНКазой А.
Выделение лизатов клеток проводили с добавлени-
ем ингибиторов фосфатаз (Sigma) для поддержания
фосфорилированного состояния белков. Фосфори-
лирование белков часто бывает необходимым для
образования белковых комплексов и поддержания
их структуры.

Все антитела эффективно работали в реакциях
иммуносоосаждения, осаждая белки, к которым
были получены. В наших условиях антитела к
PCID2 преимущественно осаждали основную
низкомолекулярную форму PCID2 массой около
41 кДа, слабо осаждая две остальные формы
PCID2. Антитела к GANP осаждали основную
форму белка и также соосаждали фрагмент GANP
массой около 115 кДа (рис. 2, нижняя панель).
Антитела к GANP соосаждали основную форму
PCID2, а антитела к PCID2 соосаждали полно-
размерный GANP. У Drosophila более высокомо-
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лекулярные формы PCID2 являются модифика-
циями основной формы, и в отличие от основ-
ной, не связываются с Xmas-2 [20]. GANP также
не ассоциировался с высокомолекулярными
формами PCID2. GANP и PCID2 связываются в
составе TREX-2 комплекса, поэтому в обоих слу-
чаях антитела соосаждают TREX-2. При этом ан-
титела к GANP и PCID2 уверенно соосаждали
как Orc3, так и Orc4. Антитела к Orc3 и Orc4 слабо
соосаждали друг друга, что согласуется с литера-
турными данными о том, что компоненты ORC во
многих тканях имеют различный уровень экс-
прессии и их достаточно трудно выделить вместе
в одном комплексе [15]. Антитела к Orc3 и к Orc4
соосаждали полноразмерный белок GANP. Так-
же антитела к Orc3 и к Orc4 соосаждали низкомо-

лекулярную форму PCID2. Таким образом, в
HEK293T клетках человека некоторая часть бел-
ков ORC ассоциирована с TREX-2 комплексами.

Вероятно, в составе общего комплекса Orc3
может непосредственно взаимодействовать как с
GANP, так и с PCID2, так как антитела к обоим
белкам достаточно эффективно осаждают Orc3.
Интересно, что вместе с Orc4 достаточно эффек-
тивно соосаждается PCID2, что может указывать
на их прямое взаимодействие в комплексе. Полу-
ченные результаты позволяют предположить, что
в составе совместного комплекса между субъедини-
цами ORC и субъединицами TREX-2 существуют
множественные взаимодействия. Интересно, что
при исследовании прямых взаимодействий субъ-
единиц в составе общего TREX-2-ORC комплекса

Рис. 1. Получение поликлональных антител к субъединицам TREX-2, ORC комплексов. (а) Схема аминокислотных
последовательностей белков GANP, PCID2, Orc3 и Orc4. На схеме указаны основные домены белков. Черными пря-
моугольниками отмечены участки последовательностей, которые использовали для получения антител (Ag). (б) Ана-
лиз специфичности антител. Вестерн-блот анализ лизата HEK293T клеток с использованием афинно-очищенных ан-
тител к GANP, PCID2, Orc3 и Orc4. Стрелками указаны формы белков, соответствующие их молекулярной массе, а
также протеолитические формы GANP (фрагм.), модифицированные формы PCID2.
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D. melanogaster было показано, что Orc3 наиболее
эффективно связывается с Xmas-2 и ENY2 субъ-
единицами TREX-2 [9]. Orc3 в комплексе с ENY2
ассоциируется с С-концевой областью Xmas-2, со-
держащей CID-домен [16, 17]. Orc4 наиболее эф-
фективно связывается с PCID2, Orc3 также связы-
вается с PCID2 [9]. Наши данные позволяют пред-
положить, что в клетках человека общий комплекс
TREX-2 с белками ORC может иметь сходное стро-
ение с TREX-2-ORC комплексом D. melanogaster.

Интересно, что при выделении лизатов из
HEK 293T клеток в присутствии ингибиторов
фосфотаз антитела к Orc3 и Orc4 так же, как и ан-
титела к GANP, соосаждали С-концевой протео-
литический фрагмент GANP размером около
115 кДа (рис. 2, нижняя панель). Интересно, что в
иммуносоосаждениях из лизатов S2 клеток
D. melanogaster в присутствии ингибиторов фос-
фотаз антитела к Orc3 также способны сооса-
ждать C-концевой протеолитический фрагмент
Xmas-2. Можно предположить, что при опреде-
ленных условиях белки ORC способны ассоции-
роваться не только с полноразмерным GANP, но и
с его С-концевым протеолитическим фрагментом.

Исследуемые компоненты TREX-2 и ORC также
соосаждались в аналогичных условиях в реакциях
иммуносоосаждения из лизатов клеток человека
линии А375. Таким образом, в клетках человека раз-

личных линий было обнаружено взаимодействие
между TREX-2 комплексом и субъединицами
комплекса ORC. Можно предположить, что у чело-
века существует совместный комплекс TREX-2 с
ORC, аналогичный выделенному нами ранее
TREX-2-ORC комплексу D. melanogaster. Его строе-
ние и функции – вопрос, на который должны дать
ответ дальнейшие исследования.
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Рис. 2. Анализ взаимодействия компонентов TREX-2
и ORC комплексов. Вестерн-блот анализ иммуносо-
осаждения полноразмерных белков, иммуносооса-
ждения С-концевого фрагмента GANP (нижняя па-
нель) из лизатов HEK293T клеток при помощи анти-
тел к субъединицам TREX-2 – белкам GANP, PCID2,
антител к субъединицам ORC – белкам Orc3 и Orc4.
Указаны детектируемые белки. Бенды, соответствую-
щие сигналам от цепей антител отмечены как “*”.
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КУРШАКОВА и др.

THE HUMAN TREX-2 COMPLEX INTERACTS WITH SUBUNITS 
OF THE ORC COMPLEX

M. M. Kurshakovaa,#, Academician of the RAS S. G. Georgievaa, and D. V. Kopytovaa

aInstitute of Molecular Biology RAS, Moscow, Russian Federation
#e-mail: kursha@mail.ru

The TREX-2 protein complex is the key complex involved in the export of mRNA from the nucleus to the
cytoplasm through the nuclear pores. Previously, a joint protein complex of TREX-2 with ORC was isolated
in D. melanogaster, it was shown that the interaction of TREX-2 with ORC is necessary for efficient mRNA
export from the nucleus to the cytoplasm. In this work, we show that the TREX2-ORC joint complex is also
formed in human cells.

Keywords: TREX-2, GANP, PCID2, Xmas-2, ORC, Orc3, Orc4, mRNA export
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