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Сходство кальций-зависимых функциональных систем ооцитов и аксонных окончаний нейронов
стало причиной нашего интереса к изучению вопроса о присутствии в ооцитах белков BASP1 и
GAP-43, характеризующихся повышенной экспрессией в нейронах мозга позвоночных животных и
человека. С помощью иммуноцитохимических методов и конфокальной микроскопии мы впервые
показали, что эти белки присутствуют в зрелых ооцитах и зиготах мыши. В ооцитах белок BASP1 ло-
кализован в районе плазматической мембраны и актинового кортекса, что также характерно для
этого белка в нейронах и других типах клеток. Белок GAP-43, который обычно рассматривается как
постмитотический мембранный маркер нервных клеток, в ооцитах связан с микротрубочками мей-
отического веретена метафазы II (МII). GAP-43 колокализован с γ-тубулином на полюсах веретена
(центросомах) и дополнительных центрах организации микротрубочек в цитоплазме. С помощью
антител к фосфорилированной по остатку Ser41 форме белка GAP-43 мы показали, что GAP-43 в
ооцитах фосфорилируется протеинкиназой С. Присутствие белков BASP1 и GAP-43 в ооците также
подтверждено с помощью электрофореза и вестерн-блоттинга. Микроинъекция BASP1 (но не GAP-43)
в цитоплазму МII-ооцитов мыши стимулировала выход ооцитов из фазы мейоза и дальнейшее пар-
теногенетическое развитие эмбрионов, что свидетельствует о возможном участии BASP1 (как регу-
лятора локальной концентрации полифосфоинозитидов в плазматической мембране) в процессе
активации ооцитов при оплодотворении. Сходство выявленного нами специфического расположе-
ния GAP-43 на веретене и центросомах ооцита с недавно обнаруженной локализацией этого белка на
центросомах асимметрично делящихся нейрональных предшественников позволяет высказать предпо-
ложение об участии GAP-43 в процессах, связанных с ориентацией веретена и поляризацией ооцитов.

Ключевые слова: ооциты мыши, активация ооцитов, мейотическое веретено, центросомы, актино-
вый кортекс, протеинкиназа C, BASP1, GAP-43
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее время появились данные о том,

что некоторые сигнальные белковые каскады,
считавшиеся исключительно нейрональными,
функционируют в клетках других типов. Cходные
функциональные и морфологические особенно-
сти, основанные на узкоспецифической экспрес-
сии нейрональных белков, были обнаружены, на-
пример, у центроцитов лимфоидных фолликулов
(Clatworthy et al., 2008) и подоцитов почки (Weide
and Huber, 2009). Ооциты и нейроны являются

высокоспециализированными клетками с дивер-
гентными функциями, и морфологическое сходство
между ними отсутствует. Однако на молекулярном
уровне можно обнаружить сходство присущих этим
клеткам систем кальциевой сигнализации и быстро-
го экзоцитоза. Кальциевые сигналы играют цен-
тральную роль в функционировании ооцитов и
нейронов. Активация ооцита при оплодотворе-
нии у млекопитающих запускается волной каль-
циевых осцилляций – колебаний внутриклеточ-
ной концентрации ионов кальция, распространя-
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ющихся от места слияния со сперматозоидом и
длящихся в течение нескольких часов (Miyazaki
et al., 1993). Возникновение кальциевых осцилля-
ций обусловлено привнесением со сперматозои-
дом особой формы фосфолипазы С – PLCζ, не
требующей высокой концентрации ионов каль-
ция для активации (Fujimoto et al., 2004; Miyazaki
and Ito, 2006). PLCζ расщепляет мембранный
фосфатидилинозитол-4,5-дифосфат (PIP2) с об-
разованием диацилглицерина и инозитол-1,4,5-
трифосфата, открывающего кальциевые каналы
эндоплазматического ретикулума. В усилении
кальциевых волн участвуют эндогенные формы
PLC ооцита. Они количественно преобладают
над PLCζ и обеспечивают более масштабный гид-
ролиз PIP2 при условии начального повышения
концентрации ионов кальция. Так, например, в
случае активации ооцитов мыши была показана
важная роль эндогенной PLCβ1 (Igarashi et al.,
2007). Важную роль в поддержании кальциевых
осцилляций в ооцитах млекопитающих играют
“классические” формы протеинкиназы С (PKC),
активирующиеся ионами кальция и диацилгли-
церином. PKCα и PKCγ в ответ на каждый
всплеск внутриклеточной концентрации ионов
кальция перемещаются из цитоплазмы ооцита к
плазматической мембране, где активируют депо-
управляемые кальциевые каналы, восполняющие
дефицит ионов кальция во внутриклеточных хра-
нилищах за счет входа кальция из внеклеточной
среды (Halet et al., 2004; Madgwick et al., 2005).
Кальциевые осцилляции в ооците через посред-
ство кальмодулина активируют Ca2+/кальмоду-
лин-зависимую протеинкиназу II (CaMKII). Это
приводит к инактивации фактора созревания
MPF и снижению активности MAPK-протеинки-
наз, что влечет за собой выход ооцита из стадии
МII и завершение мейоза (Backs et al., 2010; Oh
et al., 2011). Нейроны способны генерировать бо-
лее разнообразные кальциевые сигналы, чем
ооциты, в том числе кальциевые волны, запуска-
емые PLCβ по аналогичному инозитолтрифос-
фатному механизму (Ross, 2012). Это определяет
сходство ферментов и регуляторных белков ооци-
тов и нейронов, участвующих в преобразовании
кальциевого сигнала и передаче его разнообраз-
ным эффекторам. Важная роль кальмодулина,
CaMKII и PKC в регуляции нейросекреции и си-
наптической пластичности хорошо известна
(Wang, 2008; Sun and Alkon, 2014).

Повышение концентрации ионов кальция в
ооците запускает быстрый экзоцитоз кортикаль-
ных гранул, содержащих ферменты, модифици-
рующие оболочку ооцита (zona pellucida) для
предотвращения полиспермии. Многие белки,
участвующие в транспортировке, докинге и сли-
янии кортикальных гранул с плазматической
мембраной ооцита аналогичны нейрональным
белкам. Основную роль в процессах докинга и

слияния пузырьков в клетках обоих типов игра-
ют белки комплекса SNARE, первоначально
изученные в нейронах (Südhof et al., 2014). В
ооцитах были обнаружены основные компонен-
ты этого комплекса – синаптобревин (VAMP),
синтаксин и SNAP-25 (Ikebuchi et al., 1998; Iwa-
hashi et al., 2003; Tsai et al., 2011). Также было по-
казано присутствие в ооцитах белков, взаимодей-
ствующих с комплексом SNARE – комплексина,
предотвращающего спонтанное слияние гранул с
плазматической мембраной, и синаптотагмина,
обеспечивающего кальциевую зависимость до-
кинга и слияния (Leguia et al., 2006; Tsai et al.,
2011; Zhu et al., 2012). В то время как большинство
SNARE-белков и синаптотагмин участвуют в эк-
зоцитозе в различных типах клеток, SNAP-25 и
комплексин присутствуют практически исключи-
тельно в нейронах мозга. Также в ооцитах мыши
были обнаружены специфические для нейронов
малая ГТФаза Rab3A и ее эффектор Rabphilin-3A,
участвующие в транспортировке синаптических
пузырьков и кортикальных гранул к плазматиче-
ской мембране (Masumoto et al., 1998; Wang et al.,
2016). Также было продемонстрировано присут-
ствие в актиновом кортексе ооцитов ранее изу-
ченного в нейронах белка-субстрата PKC –
MARCKS (Eliyahu et al., 2005). В нейронах и ней-
роэндокринных клетках было показано, что
MARCKS обладает способностью поперечно
сшивать актиновые филаменты, что обеспечива-
ет создание физического барьера, препятствую-
щего перемещению везикул с нейромедиатором
или гормоном к плазматической мембране
(Vaughan et al., 1998; Trifaro et al., 2002). Преодоле-
ние этого барьера при экзоцитозе обеспечивается
активацией PKC, фосфорилирующей белок
MARCKS, который при этом утрачивает способ-
ность сшивать F-актин. Аналогичная функция
белка MARCKS была продемонстрирована при
экзоцитозе кортикальных гранул в ооците (Eliya-
hu et al., 2006; Tsaadon et al., 2008).

Сходство кальций-зависимых систем ооцитов
и пресинаптических окончаний нейронов стало
причиной нашего интереса к изучению вопроса о
присутствии в ооцитах связанных с плазматиче-
ской мембраной белков-субстратов PKC – BASP1
(Brain Acid-Soluble Protein 1) и GAP-43 (Growth-
Associated Protein 43), участвующих в регуляции
специфических процессов в аксонных окончани-
ях. BASP1 и GAP-43 являются кислыми белками
с массой 23–25 кДа, первоначально обнаружен-
ными в нейронах мозга позвоночных животных и
человека. Роль белков BASP1 и GAP-43 в нейро-
нах связывают с участием в навигации конусов
роста аксонов и в синаптической пластичности
зрелых нейронов (в частности, в контроле нейро-
секреции) (Mosevitsky et al., 1994; Benowitz and
Routtenberg, 1997; Oestreicher et al., 1997; Mose-
vitsky, 2005). BASP1 и GAP-43 локализованы на
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внутренней поверхности плазматической мем-
браны аксонных окончаний. BASP1 модифици-
рован по N-концу остатком миристиновой кис-
лоты, а остатки Cys3 и Cys4 белка GAP-43 могут
связываться с остатками пальмитиновой кислоты,
которые участвуют в связывании белков с мембра-
ной. Каждый из белков содержит так называемый
“эффекторный домен” – короткий положительно-
заряженный участок, способный связывать каль-
модулин или кислые фосфолипиды и содержащий
остаток серина (Ser5 в BASP1, Ser41 в GAP-43), фос-
форилируемый PKC (Wiederkehr et al., 1997; Laux
et al., 2000). С помощью эффекторного домена
BASP1 и GAP-43 способны кластеризовать молеку-
лы PIP2 во внутреннем слое плазматической мембра-
ны, причем данная функция находится под контро-
лем PKC и кальмодулина (Laux et al., 2000; Caroni,
2001). Кластеризация PIP2 обеспечивает регуляцию
локальной динамики актинового скелета и докинга
синаптических пузырьков при освобождении ней-
ромедиатора (Janmey and Lindberg, 2004; Ham-
mond and Schiavo, 2007; Balla et al., 2012). GAP-43
долгое время считался нейроспецифическим, од-
нако он обнаружен также в глиальных и хро-
маффинных клетках (Oestreicher et al., 1997).
BASP1 распространен в организме гораздо более
широко, но его наибольшая экспрессия наблюда-
ется в мозге (Mosevitsky et al., 1997). Внутриклеточ-
ные партнеры, с которыми эти белки взаимодей-
ствуют в нейронах – PKC, кальмодулин, актин и
PIP2 – также присутствуют в ооците и играют там
важную роль. BASP1 и GAP-43 являются полно-
стью неструктурированными (нативно-разверну-
тыми) белками, то есть не имеют определенной
третичной структуры (Forsova and Zakharov, 2016).
Для таких белков характерны разнообразие моле-
кулярных взаимодействий и полифункциональ-
ность, что принято обозначать термином “мун-
лайтинг” (Tompa et al., 2005). К настоящему време-
ни накоплены данные, свидетельствующие о том,
что белки BASP1 и GAP-43 выполняют важные, и
притом не обязательно одинаковые, функции в
различных типах клеток. Очень близкий BASP1 и
GAP-43 по свойствам неструктурированный белок
MARCKS уже упоминался выше как важный
участник экзоцитоза в нейронах и ооцитах. Недав-
но BASP1 и MARCKS были обнаружены в ранних
сперматидах и зрелых сперматозоидах крысы, где
они предположительно могут участвовать в
Ca2+/кальмодулин-зависимых процессах (Mose-
vitsky et al., 2012). В данной работе было впервые
проведено исследование вопроса о присутствии
белков BASP1 и GAP-43 в ооцитах и доимпланта-
ционных эмбрионах мыши.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Лабораторные животные

Для экспериментов использовали мышей 6–
10 недельного возраста (гибриды F1 линий
C57BL/CBA). Животных приобретали в питом-
нике лабораторных животных “Рапполово” (Ле-
нинградская область).

Гормональная стимуляция мышей
и выделение ооцитов

Мышей стимулировали последовательным
интраперитониальным введением 10 МЕ гонадо-
тропина сыворотки жеребой кобылы и 10 МЕ хо-
рионического гонадотропина человека (ХГЧ)
(“Intervet International B.V.”, Нидерланды) с ин-
тервалом 40–46 ч. Для получения зигот самок по-
сле введения ХГЧ подсаживали к самцам на ночь.
Через 13–16 ч самок подвергали эвтаназии путем
цервикальной дислокации. Комплекс ооцитов
(или зигот) с кумулюсными клетками извлекали
из яйцевода мыши, после чего кумулюсные клет-
ки удаляли с помощью обработки гиалуронида-
зой (“Sigma-Aldrich”, США) (300 ед./мл, 1 мин).

Антитела
В работе использовали поликлональные анти-

тела к белку BASP1 ab79349 (“Abcam”, США) и
AB9304 (“Millipore”, США), к белку GAP-43
AB5220 (“Millipore”, США), к белку pS41-GAP-43
AB5401 (“Millipore”, США) и sc-17109 (“Santa Cruz
Biotechnology”, США), моноклональные антитела
к γ-тубулину T6557 (“Sigma-Aldrich”, США).

Иммуноцитохимическое окрашивание
Оболочку zona pellucida ооцитов и зигот удаля-

ли с помощью короткой инкубации (2–3 мин) в
кислом растворе Тироде (pH 2.5), после чего про-
водили фиксацию в 4%-ном растворе формальде-
гида в фосфатно-солевом буфере (PBS) в течение
60 минут при комнатной температуре. Пермеаби-
лизацию и блокирование клеток проводили в
PBS, содержащем 0.2% Тритона Х-100, 0.1% сапо-
нина и 5% бычьего сывороточного альбумина
(BSA) в течение ночи при 4°С. Иммуноокрашива-
ние проводили в PBS с добавлением 5% BSA. Раз-
ведение первичных антител составляло 1 : 200–
1 : 400, вторичных антител – 1 : 500. Использовали
вторичные антитела к иммуноглобулинам кроли-
ка, конъюгированные с флуоресцентной меткой
Alexa-488, и вторичные антитела к иммуноглобу-
линам мыши, конъюгированные с Alexa-568 (“In-
vitrogen Corporation”, США). Окраску ДНК про-
водили в растворе DAPI (“Sigma-Aldrich”, США)
с концентрацией 1 мкг/мл в PBS в течение 3 ми-
нут. Окраску F-актина проводили с использова-
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нием TRITC-фаллоидина (“Sigma-Aldrich”,
США) (10 мкМ, 20 мин). Полученные препараты
анализировали с помощью конфокальных мик-
роскопов Leica TCS SP5 МР (“Leica Mycrosystems
GmbH”, Германия) и Zeiss LSM Meta 510
(“Carl Zeiss AG”, Германия).

Электрофорез и вестерн-блоттинг

МII-ооциты мыши лизировали в буфере, со-
держащем SDS (2%) и дитиотрейтол (5 мМ), и
подвергали электрофорезу в системе Лэммли в
12%-ном геле. На одну дорожку геля использова-
ли 125 ооцитов. Для контроля использовали фрак-
цию синаптосом, полученных из мозга мыши как
описано ранее (Zakharov and Mosevitsky, 2001). По-
сле электрофореза белки переносили на нитроцел-
люлозную мембрану, блокировали в 5%-ном мо-
локе в PBS и окрашивали с использованием анти-
тел к белкам BASP1 (ab79349) и GAP-43 (AB5220)
при разведении 1 : 1000 и вторичных антител к им-
муноглобулинам кролика, конъюгированных с пе-
роксидазой хрена (“Jackson ImmunoResearch”,
США), при разведении 1 : 10000 при помощи хе-
милюминесцентной системы детекции CPS-3
(“Sigma-Aldrich”, США).

Выделение и очистка белков BASP1 и GAP-43

Белки BASP1 и GAP-43 были выделены из
мозга коровы с помощью экстракции хлорофор-
мом и 3%-ной хлорной кислотой и очищены с ис-
пользованием препаративного электрофореза и
обращенно-фазовой высокоэффективной жид-
костной хроматографии как описано ранее
(Zakharov and Mosevitsky, 2007; Zakharov and Mos-
evitsky, 2010).

Микроинъекция белков в ооциты

Микроинъекцию белков BASP1 и GAP-43 ко-
ровы в MII-ооциты проводили в среде НТ6 при
16°С на микроманипуляторе “Leitz” (Германия)
через 15 ч после введения мышам ХГЧ. Раствор
белка (2 мг/мл) в 10 мМ HEPES-NaOH pH 7.2,
0.1 M KCl объемом 2–5 пл инъецировали в цито-
плазму ооцита. Инъецированные ооциты поме-
щали на 1 час в среду НТ6 с цитохалазином B
(5 мкг/мл) для предотвращения выделения вто-
рого полярного тельца и сохранения диплоидно-
го генома ооцитов при партеногенетической ак-
тивации. Контрольные ооциты выдерживали в
аналогичных условиях. После манипуляций
ооциты переносили в среду EmbryoAssist (“Ori-
gio”, Дания) и инкубировали при температуре
37°С в газовой смеси СО2/воздух (5 : 95) в течение
5 дней.

РЕЗУЛЬТАТЫ

С помощью иммуноцитохимического окра-
шивания с использованием поликлональных ан-
тител к белку BASP1 ab79349 мы показали, что
данный белок присутствует в MII-ооцитах и зиго-
тах мыши. При этом BASP1 локализован вдоль
плазматической мембраны и в кортикальной об-
ласти цитоплазмы (рис. 1а–1в). Для сравнения на
рис. 1г показана окраска актинового кортекса
МII-ооцита с помощью TRITC-фаллоидина.
Кроме этого, в МII-ооците BASP1 обнаруживает-
ся в цитоплазме в области метафазного веретена
(рис. 1а), а после оплодотворения ооцита – в об-
ласти анафазного веретена (рис. 1б). При окра-
шивании зигот BASP1 обнаруживается также во
втором полярном тельце (рис. 1в). Аналогичные
результаты были получены при окрашивании
ооцитов и зигот с помощью других поликлональ-
ных антител к белку BASP1 – AB9304 (данные не
показаны).

Рис. 1. Локализация белка BASP1 в ооцитах и зиготах мыши. (а) – МII-ооцит; (б) – ооцит на стадии анафазы II; (в) –
зигота на стадии интерфазы. Окраска получена с использованием поликлональных антител к белку BASP1 (ab79349,
зеленый). ДНК окрашена DAPI (синий). (г) – МII-ооцит; F-актин окрашен TRITC-фаллоидином (красный). Стрел-
кой указан актиновый кэп ооцита; пт – второе полярное тельце; х – хромосомы.
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Рис. 2. Локализация белка GAP-43 (а–г) и его фосфорилированной формы pS41-GAP-43 (д–з) в ооцитах и зиготах мы-
ши. (а, д) – МII-ооциты; (б, е) – ооциты на стадии анафазы II; (в, ж) – ооциты на стадии поздней телофазы II; (г, з) –
зигота на стадии интерфазы. Окраска получена с использованием поликлональных антител к белкам GAP-43 (AB5220,
красный) и pS41-GAP-43 (AB5401, зеленый). ДНК окрашена DAPI (синий). Стрелками указаны ЦОМТ; пт – второе
полярное тельце; с – сперматозоид; х – хромосомы.
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С использованием поликлональных антител к
белку GAP-43 (AB5220) мы показали, что в зре-
лых МII-ооцитах GAP-43 связан с микротрубоч-
ками мейотического веретена, причем более яр-
кая окраска наблюдается на полюсах веретена
(рис. 2а). Взаимодействие GAP-43 с веретеном
сохраняется в оплодотворенных ооцитах после
расхождения сестринских хромосом на стадии
анафазы II (рис. 2б). В ходе цитокинеза, приводя-
щего к образованию второго полярного тельца
(стадия телофазы II), GAP-43 остается связанным
с микротрубочками веретена, которые формируют
остаточное тельце (тельце Флемминга) (рис. 2в).
Аналогичные результаты были получены при ис-
пользовании антител к фосфорилированной по
остатку Ser41 форме белка GAP-43 (pS41-GAP-43)
AB5401, что доказывает, что связанный с верете-
ном белок GAP-43 фосфорилирован PKC по дан-
ному остатку (рис. 2д–2ж). Помимо веретена, ан-
титела к GAP-43 и pS41-GAP-43 окрашивают не-
сколько ярких точечных структур, расположенных
в цитоплазме ооцита (показаны стрелками на
рис. 2а, 2д). В зиготах к началу интерфазы (к мо-
менту образования двух пронуклеусов) антитела к
GAP-43 дают слабое диффузное окрашивание все-
го объема цитоплазмы и несколько ярких точеч-
ных структур, часто ассоциированных с пронукле-
усами (показаны стрелками на рис. 2г, 2з). Одина-
ковая картина окрашивания, получаемая при
использовании двух указанных выше антител, а
также еще одних антител к pS41-GAP-43 sc-17109

(данные не показаны), свидетельствует о досто-
верности полученных результатов.

С целью идентификации точечных структур в
цитоплазме ооцитов и зигот, окрашиваемых ан-
тителами к GAP-43, мы использовали монокло-
нальные антитела к γ-тубулину, являющемуся
маркером центров организации микротрубочек
(ЦОМТ). Двойное окрашивание с помощью ан-
тител к γ-тубулину и pS41-GAP-43 показывает ко-
локализацию этих двух белков на центросомах
(на полюсах веретена) и расположенных в цито-
плазме точечных структурах (фокусах), являю-
щихся дополнительными ЦОМТ (рис. 3). Нали-
чие цитоплазматических ЦОМТ и центросом на
полюсах веретена (образованных несколькими
ассоциированными ЦОМТ) является характер-
ной особенностью МII-ооцитов мыши (Schatten
and Schatten, 1987; Manandhar et al., 2005). После
оплодотворения, во время первой интерфазы ци-
топлазматические ЦОМТ, содержащие γ-тубулин
и GAP-43, связываются с поверхностью про-
нуклеусов зиготы (рис. 3м). Таким образом, наши
данные показывают взаимодействие GAP-43 со
структурами, обеспечивающими нуклеацию мик-
ротрубочек – содержащих γ-тубулин ЦОМТ, а
также с микротрубочками веретена.

Для подтверждения присутствия белков
BASP1 и GAP-43 в ооцитах с помощью независи-
мого подхода был использован вестерн-блоттинг.
Белки МII-ооцитов мыши и используемой в ка-
честве контроля фракции синаптосом (изолиро-
ванных аксонных окончаний) мозга мыши разде-
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ляли с помощью SDS-электрофореза. На ве-
стерн-блотах были выявлены белки ооцитов,
реагирующие с антителами к BASP1 и GAP-43, с
массой в районе 50–55 кДа, что соответствует ка-
жущейся массе этих белков при электрофорезе в
присутствии SDS. Подвижность этих белков сов-
пала с подвижностью BASP1 и GAP-43, выделен-
ных из мозга. Укороченная форма белка GAP-43
(GAP-43-3), являющаяся продуктом расщепле-
ния белка m-кальпаином в районе остатка Ser41 и
присутствующая в нейронах (показана стрелкой
на рис. 4б) (Zakharov and Mosevitsky, 2007), в ооци-
тах выявлена не была. Полученные данные свиде-
тельствуют о том, что белки BASP1 и GAP-43 до-
стоверно присутствуют в ооците, и подтверждают
специфичность использованных антител.

Для исследования возможной роли BASP1 и
GAP-43 в активации ооцитов была проведена
внутриклеточная инъекция экзогенных белков
BASP1 и GAP-43, выделенных из мозга коровы, в
цитоплазму MII-ооцитов мыши. Через 6–7 ч после
инъекции определяли долю активировавшихся
(вышедших из стадии МII) ооцитов с пронукле-

усами. Для определения потенциала полученных
эмбрионов к дальнейшему развитию за ними на-
блюдали в течение нескольких дней и определяли
количество эмбрионов, дошедших в срок до сле-
дующих стадий: двухклеточной (через сутки), че-
тырехклеточной (через 2 сут) и бластоцисты (че-
рез 4 сут). Было показано, что уровень партеноге-
нетической активации ооцитов после инъекции
BASP1 (но не GAP-43) значительно (примерно в
2.5 раза) превышал уровень спонтанной активации
ооцитов в контрольной группе (рис. 5). При этом
около 6% ооцитов после инъекции BASP1 успешно
развилось до стадии бластоцисты к 5 дню, в то вре-
мя как в контроле бластоцисты отсутствовали. По-
лученные данные свидетельствуют о возможной
роли белка BASP1 в активации ооцитов.

ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе было впервые показано при-
сутствие белков BASP1 и GAP-43 в ооцитах и ран-
них эмбрионах млекопитающих. Наши результаты
подтверждаются данными базы HumER (создан-

Рис. 3. Колокализация фосфорилированной формы белка GAP-43 (pS41-GAP-43) и γ-тубулина в МII-ооцитах (а–з) и
зиготах мыши (и–м). Окраска получена с использованием поликлональных антител к белку pS41-GAP-43 (AB5401, зе-
леный) и моноклональных антител к γ-тубулину (T6557, красный). Места совпадения окраски на pS41-GAP-43 и γ-ту-
булин окрашены в желтый цвет (г, з, м). ДНК окрашена DAPI (синий). Стрелками указаны ЦОМТ; пт – второе по-
лярное тельце; х – хромосомы.
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ной на основе высокопродуктивного скрининга),
свидетельствующими об экспрессии генов BASP1
и GAP-43 (на уровне транскрипции) в ооцитах и
ранних эмбрионах человека в ходе всего их пред-
имплантационного развития (Vassena et al., 2011).
Наши предварительные данные подтверждают
присутствие белков BASP1 и GAP-43 в ранних эм-
брионах мыши вплоть до стадии бластоцисты
(данные не показаны).

Белок BASP1 локализован в ооцитах преиму-
щественно в районе плазматической мембраны и
актинового кортекса. Такая локализация харак-
терна для BASP1 в нейронах и других типах кле-
ток (Wiederkehr et al., 1997; Laux et al., 2000), а од-
ним из альтернативных названий этого белка яв-
ляется “CAP-23” (Cortical cytoskeleton-Associated
Protein 23) – “белок, связанный с кортикальным
цитоскелетом” (Widmer and Caroni, 1990). Из-
вестная роль белка BASP1 в связывании PIP2 в
плазматической мембране представляет особый
интерес, поскольку гидролиз данного фосфоли-
пида напрямую связан с генерацией кальциевых
осцилляций и активацией ооцита. Кластеры PIP2
могут также играть важную роль в регуляции ди-
намики актинового скелета при экзоцитозе кор-
тикальных гранул и взаимодействии мейотиче-
ского веретена с актиновым кортексом, поэтому
эти процессы также могут иметь отношение к
функциям BASP1 в ооците.

GAP-43 обычно рассматривается как постми-
тотический нейроспецифический маркер, кон-
центрирующийся в нейритах, конусах роста и си-
наптических окончаниях аксонов, где он ассоци-
ирован с плазматической мембраной (Biffo et al.,
1990; Goslin et al., 1990; Dani et al., 1991). Однако
существуют данные, хотя и немногочисленные,
об обнаружении GAP-43 в плюрипотентных и
мультипотентных пролиферирующих клетках.
GAP-43 был выявлен в клетках эмбриональной
карциномы мыши и в нейрональных предше-
ственниках (прогениторных клетках) мыши,
крысы и человека, где этот белок проявляет спе-
цифическое для нейронов взаимодействие с PKC
и кальмодулином (Kanazir et al., 1996; Esdar et al.,
1999; Mani et al., 2001; Shen et al., 2004; Stricker
et al., 2006). В ходе митоза в клетках-предше-
ственниках гранулярных нейронов коры мозжеч-
ка мыши pS41-GAP-43 был обнаружен на центро-
сомах и вокруг хроматина, где он был колокали-
зован с F-актином и β-тубулином (Mishra et al.,
2008). При отсутствии GAP-43 (в случае мышей с
нокаутом гена GAP-43) наблюдались нарушения
хода митоза, появление множественных ЦОМТ и
ошибки сегрегации хромосом. Также происходило
нарушение ориентации митотического веретена,
изменение плоскости деления прогениторных кле-
ток и, как следствие, нарушение клеточной диффе-
ренцировки (Mishra et al., 2008). Было показано, что

фосфорилирование GAP-43 на центросоме необхо-
димо для привлечения белков Par6, Cdc42 и
IQGAP1, стабилизирующих полимеризацию акти-
на и микротрубочек, и обеспечивает рост нейрита
(будущего аксона образовавшегося нейрона) в со-
пряжении с положением центросомы (как центра
нуклеации микротрубочек) (Gupta et al., 2010).

Рис. 4. Электрофорез и вестерн-блоттинг белков си-
наптосом и МII-ооцитов мыши. Блоты проявлены с
использованием антител к BASP1 ab79349 (а) и GAP-43
AB5220 (б). Син. – синаптосомы мозга мыши; Ооц. –
МII-ооциты мыши. Стрелкой указан белок GAP-43-3.
Справа указано положение маркеров молекулярной
массы.
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Рис. 5. Партеногенетическая активация ооцитов и
развитие ранних эмбрионов мыши после инъекции
белков BASP1 и GAP-43 в цитоплазму МII-ооцита.
Стадии развития: ПН – зигота с двумя пронуклеуса-
ми; 2К – двухклеточный эмбрион; 4К – четырехкле-
точный эмбрион; Б – бластоциста. Данные представ-
лены в виде среднее ± стандартное отклонение для
трех независимых экспериментов. В скобках указано
общее количество проанализированных ооцитов в
контрольной группе и после инъекции белков BASP1
и GAP-43. Отмечены статистически значимые разли-
чия относительно контроля при уровне достоверно-
сти р < 0.05 (*) и р < 0.01 (**). Достоверность различий
проверяли с помощью t-критерия Стьюдента.
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Полученные нами данные показывают, что
субклеточная локализация белка GAP-43 в ооци-
тах существенно отличается от его локализации в
дифференцированных нейронах. Однако распо-
ложение GAP-43 на тубулин-содержащих струк-
турах в ооците схоже с его расположением на цен-
тросоме в пролиферирующих нейрональных
предшественниках. Существуют также биохими-
ческие данные, свидетельствующие о том, что
GAP-43 принципиально может связываться с
микротрубочками. Осаждение рафтов антитела-
ми к GAP-43 приводит к коседиментации β-тубу-
лина (Nguyen et al., 2009). Также GAP-43 спосо-
бен взаимодействовать с ассоциированным с
микротрубочками белком MAP-2 (Chakravarthy
et al., 2008).

BASP1 и GAP-43 известны как одни из основ-
ных нейрональных белков-субстратов PKC. В
ооцитах млекопитающих PKC выполняет модули-
рующую роль во многих процессах – не только в
поддержании кальциевых осцилляций и экзоци-
тозе кортикальных гранул (как было упомянуто во
Введении), но и в формировании мейотического
веретена, образовании полярного тельца и про-
нуклеусов, реорганизации актинового скелета и
других процессах (Kalive et al., 2010). Обнаружен-
ное нами фосфорилирование белка GAP-43, свя-
занного с микротрубочками веретена, можно объ-
яснить тем, что ряд изоформ PKC – α, γ, δ и ζ –
также связаны с веретеном МII-ооцита (Baluch
et al., 2004). При этом известно, что PKCα, γ и δ
(но не PKCζ) фосфорилируют GAP-43 in vitro
(Sheu et al., 1995; Oehrlein et al., 1996). Интересно,
что активированная форма PKCδ в МII-ооцитах,
как и GAP-43, специфически связана с полюсами
веретена и цитоплазматическими ЦОМТ, а в те-
лофазе – с микротрубочками остаточного тельца
(Ma et al., 2008).

Что может обуславливать исключительную ло-
кализацию мембранного белка GAP-43 на мейо-
тическом веретене? GAP-43 синтезируется на
свободных рибосомах как цитозольный белок,
после чего подвергается пальмитоилированию по
остаткам Cys3 и Cys4, что направляет его к аппа-
рату Гольджи, откуда он транспортируется к
плазматической мембране, а в поляризованных
нейронах – в аксон (Skene and Virag, 1989). Мута-
ции остатков Cys3 и Cys4 приводят к нарушению
мембранной локализации GAP-43, который ока-
зывается задержанным в цитоплазме клетки (Liu
et al., 1994; Aarts et al., 1995). Транспорт GAP-43 к
тубулин-содержащим структурам ооцита, таким
образом, может происходить только при отсут-
ствии пальмитоилирования белка. Укороченная
форма белка GAP-43, лишенная четырех N-кон-
цевых остатков (включая Cys3 и Cys4), была ранее
обнаружена в мозге как минорная цитоплазмати-
ческая форма белка и была названа разными ав-
торами как F1, lB-50, BASP2-2 и GAP-43-2

(Rosenthal et al., 1987; McMaster et al., 1988; Mose-
vitsky et al., 1994; Zakharov and Mosevitsky, 2001).
Образованием этой укороченной формы белка, не
имеющей домена транспортировки к плазматиче-
ской мембране, может быть объяснена специфи-
ческая локализация белка GAP-43 в пролифериру-
ющих клетках и ооцитах. К сожалению, мы не
смогли непосредственно проверить данную гипо-
тезу с помощью вестерн-блоттинга, поскольку
GAP-43 и GAP-43-2 имеют одинаковую подвиж-
ность при SDS-электрофорезе (Mosevitsky et al.,
1994). В качестве предполагаемых механизмов об-
разования формы GAP-43-2 рассматриваются
протеолиз и альтернативная инициация трансля-
ции мРНК GAP-43 с кодона, соответствующего
остатку Met5 (Zakharov and Mosevitsky, 2001).

Обнаруженная нами специфическая локали-
зация белка GAP-43 на мейотическом веретене
позволяет сделать некоторые предположения о
его возможной роли в ооцитах. Мы полагаем, что
функция GAP-43 в данном случае связана с регу-
ляцией положения центросом и пространствен-
ной ориентации мейотического веретена, как это
было продемонстрировано на нейрональных
предшественниках. Вследствие асимметричности
мейотических делений (выделение полярных те-
лец происходит с минимальным объемом цито-
плазмы) ооциты обладают поляризацией, связан-
ной с асимметричным положением веретена, свя-
занного с актиновым кэпом. В поляризации
ооцита участвуют малые ГТФазы семейства Rho
(Cdc42, Rac1), их эффекторный белок IQGAP1 и
белки семейства Par6 (Kloc et al., 2012). Можно
предположить, что GAP-43 участвует в асиммет-
ричной локализации данных белков поляриза-
ции, обеспечивающих взаимодействие веретена с
актиновыми филаментами кортекса, как это бы-
ло показано при митозе нейрональных предше-
ственников (Gupta et al., 2010). Актиновый кэп и
мейотическое веретено определяют анимальный
полюс ооцита, положение которого в значитель-
ной степени определяет не только плоскость пер-
вого деления зиготы, но и оси симметрии бласто-
цисты и дальнейшую поляризацию эмбриона.
Маркерами анимального полюса после заверше-
ния мейоза являются второе полярное тельце и
остаточное тельце, содержащие белок Par6 (Zer-
nicka-Goetz, 2004). Локализация GAP-43 в этих
структурах может означать его участие в дальней-
шей поляризации эмбриона на одно- и двухкле-
точной стадиях.

Таким образом, нами впервые показано при-
сутствие “нейрональных” белков BASP1 и GAP-
43 в ооцитах и ранних эмбрионах мыши. Повы-
шение вероятности выхода ооцитов из стадии
МII при внутриклеточной инъекции BASP1 сви-
детельствует о возможной роли этого белка в ак-
тивации ооцитов как регулятора локальной кон-
центрации PIP2. Выявленная нами специфиче-
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ская внутриклеточная локализация GAP-43 в
ооците позволяет предположить его участие в
процессах, связанных с поляризацией ооцитов, а
также наличие особенностей в транскрипции и
трансляции гена и мРНК GAP-43 в ооцитах.

Работа выполнялась частично с использовани-
ем базы ресурсного центра “Развитие молекуляр-
ных и клеточных технологий” Санкт-Петербург-
ского государственного университета.
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Similarity of calcium-activated signaling systems of oocytes and neuronal axon terminals prompted us to in-
vestigate the possible presence in oocytes of BASP1 and GAP-43 proteins, which are highly expressed in
brain neurons. Using immunocytochemical techniques combined with confocal microscopy, we have re-
vealed that both BASP1 and GAP-43 are indeed present in mouse metaphase II (MII) oocytes and zygotes.
BASP1 was found to be localized at the plasma membrane and actin cortex of the MII-oocytes, which is sim-
ilar to BASP1 distribution in neurons and other cell types. GAP-43 is generally considered as a postmitotic
membrane marker of nerve cells. However, in the MII-oocytes, GAP-43 is associated with microtubules of
the meiotic spindle. GAP-43 was also found to be co-localized with γ-tubulin at the spindle poles (centro-
somes) and at the discrete microtubule-organizing centers in the cytoplasm. As shown with phospho-specific
antibodies to Ser41-phosphorylated form of GAP-43, GAP-43 is subject to phosphorylation by oocyte pro-
tein kinase C. The expression of BASP1 and GAP-43 in oocytes at the protein level was confirmed by elec-
trophoresis and western blotting. Microinjection of BASP1 (but not GAP-43) in the cytoplasm of the MII-
oocytes induced their exit from metaphase II arrest followed by parthenogenetic embryo development. This
suggests participation of BASP1 in fertilization-induced oocyte activation, probably through regulation of lo-
cal concentration of polyphosphoinositides in the plasma membrane. Recently it was found that GAP-43 is
associated with centrosomes in asymmetrically dividing neuronal progenitors, which is similar to the local-
ization of GAP-43 at the meiotic spindle and centrosomes in oocytes. Therefore we suggest that GAP-43 may
be involved in regulation of spindle orientation and oocyte polarity.
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