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Ампутация

корректную конструкцию, готовили музейные
культуры. Полученная конструкция была обозна-
чена как His-Xagr2 in pQE-80L.

Из музейных образцов E. coli DH5α с кон-
струкцией His-Xagr2 выращивали ночную культу-
ру, от которой отбирали 1 мл суспензии и добав-

ляли к 100 мл среды LB (Lysogeny broth) с анти-
биотиком, инкубировали на шейкере при 37°С.
После в среду добавляли IPTG (изопропил-β-D-
1-тиогалактопиранозид) до конечной концентра-
ции 1 мМ и инкубировали 4 ч. После инкубации
смесь центрифугировали 10 мин при 1400 g, су-
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пернатант сливали, а к осадку добавляли 3 мл ли-
зис-буфера (50 мМ NaH2PO4, 300 мМ NaCl, 10 мМ
имидазол, 1 мкМ PMSF, 1 мг/мл лизоцим, pH 8.0).
Далее все операции проводили на льду. Осадок
ресуспендировали и озвучивали 5–10 раз, затем
инкубировали 30 мин на льду. После инкубации
смесь центрифугировали 30 мин, супернатант от-
бирали и добавляли к 1 мл никелевого носителя
(Sigma Н0537), предварительно промытого лизис-
буфером. Полученную смесь инкубировали на
шейкере 12 ч, после чего центрифугировали 10 мин
при 5000 g. К осадку добавляли 15 мл промывочно-
го буфера (50 мМ NaH2PO4, 300 мМ NaCl, 20 мМ
имидазол, 1 мкМ PMSF, pH 8.0), инкубировали
на шейкере 30 мин, после чего центирифугирова-
ли 5 мин при 5000 g (данную процедуру повторяли
4–5 раз). Супернатант сливали, а к осадку добав-
ляли 2 мл буфера для элюции (50 мМ NaH2PO4,
300 мМ NaCl, 500 мМ имидазол, 1 мкМ PMSF,
pH 8.0) и инкубировали 1 ч на шейкере. Полу-
ченную взвесь центрифугировали 5 мин при
5000 g, и полученный супернатант диализовали
против 1 л 1× PBS (17 мМ KH2PO4, 52 мМ
Na2HPO4 ⋅  7H2O, 1.5 М NaCl, pH 7.4) в течение 12 ч.
Концентрацию белка определяли микромето-
дом Бредфорд.

Очищенным таким образом белком иммуни-
зировали кролика. Эксперименты по иммуниза-
ции кролика, забору крови, а также получению
иммунной сыворотки осуществлялись на базе от-
дела экспериментальной биологии с виварием
ИБХ РАН. Иммунизацию делали по стандартной
методике (по Martynova et al., 2008). Полученную
иммунную сыворотку очищали с использованием
смолы с антигеном. Для получения смолы ис-
пользовали выделенный белок Xagr2, тагирован-
ный His-эпитопом на N-конце. Выделенный белок
ковалентно сшивали с бромциан-сефарозой (Cy-
anogen bromide-activated-Sepharose, Sigma, C9210)
в соответствии с протоколом производителя. Сыво-
ротку наносили на смолу, промывали промывоч-
ным раствором (100 мМ Boric acid с NaOH, 75 мМ
NaCl pH 8.4), элюировали раствором для элюции
(Glicine-HCl pH 2.7), нейтрализовали 1 М Tris
(pH 9). Специфические антитела проверяли имму-
ноблоттингом и иммуногистохимически.

В первую очередь была исследована область
локализации белка Agr2 в процессе нейруляции.
Это важно, так как именно на этих стадиях экс-
прессия Agr2 имеет критическое значение для
развития эмбриона, при любых нарушениях про-
исходят значительные дефекты развития мозга
(Tereshina et al., 2014). С помощью иммуногисто-
химического окрашивания с использованием по-
лученных нами первичных очищенных кроли-
чьих антител к белку Agr2 и вторичных анти-кро-
личьих антител, конъюгированных с красным
флуоресцентным белков CF568 (Sigma, cat.

# SAB4600400, 1 : 500) были получены данные о
локализации белка Agr2 на 15, 24 и 35–37 стадиях
(по Nieuwkoop, 1994) соответственно (рис. 1а–1е').
Для определения паттерна мРНК транскриптов
другая часть эмбрионов на тех же стадиях была
окрашена при помощи гибридизации in situ. Как
видно из рисунка, в целом локализация мРНК и
белка Agr2 схожа. На стадии нейрулы мРНК тран-
скрипты Xagr2 и белок локализуются в области
переднего края нервной пластинки – будущей
преплакодной эктодермы. На стадии вылупления
экспрессия мРНК и белка ко-локализуется в обла-
сти присоски и железы вылупления. На стадиях 35–
37 была зафиксирована локализация мРНК Agr2 и
белка в области присоски и слухового пузырька.
Таким образом, можно заключить, что на ранних
стадиях развития распределения мРНК и белка
совпадают, что важно не только с точки зрения
подтверждения его белковой функции, но и для
дальнейших исследований в области молекуляр-
ных механизмов его действия.

Следующий этап нашей работы состоял в
определении локализации белка Agr2 в регенера-
ции хвоста головастиков Xenopus laevis. В ходе ра-
боты мы получали эмбрионы африканской
шпорцевой лягушки Xenopus laevis и инкубирова-
ли их до 39–40 стадии. Затем у головастиков были
ампутированы хвосты офтальмологическими
микроножницами Ваннаса в условиях анестезии
(MS222 (Sigma-Aldrich), 1 : 7000 в 0.1 MMR
(Marc’s Modified Ringer’s)). Далее проводили се-
рию иммуногистохимических окрашиваний по
стандартному протоколу (Lee et al., 2008). Было
показано, что синтез белка Agr2 активируется в
дистальной части ампутированного хвоста уже
спустя 24 ч после ампутации. На второй день по-
сле ампутации синтез белка сохраняется, однако
к третьему дню существенно снижается, вплоть
до полного отсутствия (рис. 1з–1к'). Ранее нами
было показано, что транскрипты мРНК Agr2 об-
наруживались в области раневого эпителия на
первый и второй день после ампутации, к тре-
тьему дню экспрессия существенно снижалась
(Ivanova et al., 2013). Сравнение распределения
белка с данными паттерна экспрессии гена Agr2
в регенерации показало их ко-локализацию в ра-
невом эпителии, что является важнейшим дока-
зательством функциональности гена Agr2 в реге-
нерации.

Таким образом, нами были получены специ-
фичные антитела к белку Agr2, которые позволи-
ли нам провести анализ областей распределения
белка Agr2 на различных стадиях эмбрионального
развития, а также в ходе регенерации хвоста голо-
вастиков Xenopus laevis и сравнить локализацию
белка и паттерн экспрессии кодирующей его
мРНК. Данное исследование является необходи-
мой основой для дальнейшего изучения функции
и молекулярных механизмов действия белка Agr2.
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Obtaining of Agr2-Specific Antibodies and Determination 
of the Agr2 Protein Distribution Pattern during the Early Development

and Regeneration of the Xenopus laevis Tadpoles
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The Agr group proteins (anterior gradient) belong to the family of proteins with a noncanonical thioredoxin
motif and are involved in the regulation of various processes: embryonic development, regeneration and on-
cogenesis. Normally, the human Agr2 gene is predominantly expressed in the secreting cells of mucin-pro-
ducing organs. However, Agr2 is associated with an active metastasis during the development of some types
of malignant tumors. The molecular mechanism of its functioning is poorly understood. The model of
Xenopus laevis embryos is one of the most convenient basic models for the study of various molecular mech-
anisms and signaling cascades of proteins. Previously, only Agr genes expression patterns were studied, in par-
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ticular, the Agr2 gene expression was demonstrated in the early stages of development of the embryos of the
Xenopus laevis and in the tail and hindlimbs regeneration of the tadpoles. To begin research of the molecular
mechanism of the Agr2 protein functioning, it is necessary to obtain Agr2-specific antibodies and to test their
effectiveness. This was the main goal of this work. The obtained purified antibodies were tested by immuno-
histochemistry. As a result, we obtained the pattern of Agr2 protein distribution during early development of
embryos and tail regeneration of Xenopus laevis tadpoles, completely overlapping with the expression pattern
of this gene.

Keywords: Anterior gradient genes, Agr2, embryo and tadpole of Xenopus laevis, regeneration, embryogenesis,
antibody obtaining


