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ßäåðíûå áåëêè îïóõîëåâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà ëèíèé HeLa è HepG2 ñïîñîáíû ñâÿçûâàòüñÿ ñ òðèïëåò-
íûìè íóêëåîòèäíûìè ïîâòîðàìè òèïà (GCC)n > 3 â 5�-ðåãóëÿòîðíûõ ðàéîíàõ ðÿäà ãåíîâ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ — GCC-ýëåìåíòàìè. Ïðîìîòîð ãåíà ðèáîñîìíîãî áåëêà L32 (rpL32) ìûøè ñîäåðæèò GCC-ýëåìåíò
â ïîçèöèè –17 ... –6 ïàð íóêëåîòèäîâ (ï. í.) îòíîñèòåëüíî òî÷êè èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè. Ìû ïðåäïîëî-
æèëè, ÷òî îäíèì èç âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ GCC-ýëåìåíòîì rpL32 ÿäåðíûõ áåëêîâ HepG2 (ñ ìîë. ìàññîé
îêîëî 52 êÄà) ìîæåò áûòü âûñîêîêîíñåðâàòèâíûé ôàêòîð òðàíñêðèïöèè ìëåêîïèòàþùèõ ZF5, ñîäåðæà-
ùèé öèíê-ôèíãåðíûé ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé äîìåí. Ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê GST-ZF5, ñîäåðæàùèé
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé äîìåí ZF5, ñïëàâëåííûé ñ áàêòåðèàëüíîé ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðàçîé, ñïåöèôè÷åñêè
âçàèìîäåéñòâóåò ñ òðèïëåòíûìè ïîâòîðàìè (GCC)9, c êîíñåíñóñíîé GC-áîãàòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ñ ZF5 — 5�-GCGCGC-3�, íî îñîáåííî ýôôåêòèâíî — ñ ó÷àñòêîì ïðîìîòîðà ãåíà rpL32
(–24 ... +11 ï. í.). Âûñîêàÿ àôôèííîñòü ñâÿçûâàíèÿ ZF5 c ó÷àñòêîì ïðîìîòîðà rpL32 (–24 ... +11 ï. í.), íà
íàø âçãëÿä, îáúÿñíÿåòñÿ âêëþ÷åíèåì â åãî ñîñòàâ ïî ñîñåäñòâó ñ òðèïëåòíûìè GCC-ïîâòîðàìè äîñòà-
òî÷íî âûðàæåííîé «êîíñåíñóñíîé» äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ZF5 íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ãåí êÄÍÊ
Zf5 áûë êëîíèðîâàí èç êëåòîê HepG2 c èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ðåòðî-ÏÖÐ. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî êîòðàíñ-
ôåêöèè êëåòîê HepG2 ýóêàðèîòè÷åñêèé âåêòîð ýêñïðåññèè êÄÍÊ ãåíà Zf5 cïåöèôè÷åñêè ïîäàâëÿåò àê-
òèâíîñòü ïðîìîòîðà rpL32 (–155 ... +159 ï. í.), ñîäåðæàùåãî GC-áîãàòóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü. Òàêèì îáðàçîì, èäåíòèôèöèðîâàííûé íàìè â êëåòêàõ HepG2 ïðîäóêò ýêñïðåññèè ãåíà Zf5 ñïîñî-
áåí ðåãóëèðîâàòü òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ, ñîäåðæàùèõ â ðåãóëÿòîðíûõ ðàéîíàõ òðèïëåòíûå ïîâòîðû
(GCC)n (ãäå n = 3—9).
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Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â 5�-ðåãóëÿòîð-
íîì ðàéîíå ãåíà ðèáîñîìíîãî áåëêà L32 (rpL32) ìûøè ñ
êîîðäèíàòàìè –17 ... –6 ïàð íóêëåîòèäîâ (ï. í.) îò òî÷êè
èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ ÷åòûðå
òàíäåìíûõ òðèïëåòíûõ ïîâòîðà GCC (GCC)4, áûëà îõà-
ðàêòåðèçîâàíà íàìè êàê GCC-ýëåìåíò, âçàèìîäåéñòâóþ-
ùèé ñ ÿäåðíûìè áåëêàìè ðÿäà êëåòîê ÷åëîâåêà è ìûøè
(Ïåðåâîç÷èêîâ è äð., 1994; Îðëîâ è äð., 1999à, 1999á; Êó-
òåéêèí-Òåïëÿêîâ è äð., 2003).

Íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ ýòèõ èññëåäîâàíèé â îïóõîëå-
âûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà HeLa íàìè è íåçàâèñèìî îò íàñ
ãðóïïîé íåìåöêèõ àâòîðîâ áûë èäåíòèôèöèðîâàí íåáîëü-
øîé ÿäåðíûé áåëîê (18—20 êÄà) — ð20, ñïîñîáíûé
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ (GCC)n-òðèïëåòíûìè ïîâòîðàìè â
ÄÍÊ-ïîñëåäîâàëüíîñòÿõ è ïðîÿâëÿòü ñâîéñòâà ðåïðåññî-
ðà òðàíñêðèïöèè (Ïåðåâîç÷èêîâ è äð., 1994; Diessler
et al., 1996, 1997). Â îòëè÷èå îò íàøèõ äàííûõ î ñïîñîá-
íîñòè áåëêà ð20 âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ (GCC)4-íóêëåîòèä-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ïðîìîòîðà rpL32 — â ðàáîòàõ

íåìåöêèõ àâòîðîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýòîò áåëîê âçàèìî-
äåéñòâóåò ëèøü ñ áîëåå ïðîòÿæåííûìè (n > 8) òàíäåìíû-
ìè ïîâòîðàìè (GCC)n ãåíà fmr1 ÷åëîâåêà, ýêñïàíñèÿ
êîòîðûõ âåäåò ê ñèíäðîìó õðóïêîñòè Õ-õðîìîñîìû, îò-
âåòñòâåííîìó çà çàäåðæêó óìñòâåííîãî ðàçâèòèÿ (Dies-
sler et al., 1996, 1997).

Âìåñòå ñ òåì â êëåòêàõ HeLa ìû îáíàðóæèëè ðÿä äðó-
ãèõ ÿäåðíûõ áåëêîâ ñ áîëüøåé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé
(îäèí èç êîòîðûõ èìåë ìîë. ìàññó îêîëî 50 êÄà, à äðó-
ãîé — 28 êÄà), ñïîñîáíûõ òàêæå âçàèìîäåéñòâîâàòü in
vitro ñ ó÷àñòêîì ïðîìîòîðà rpL32 (–24 ... +11 ï. í.), ñîäåð-
æàùèì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (GCC)4 (Îðëîâ è äð., 1999à).

Â ãåïàòîìíûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà ëèíèè HepG2, ñ êî-
òîðûìè ìû â äàëüíåéøåì ðàáîòàëè, òàêæå áûëî îáíàðó-
æåíî ïî ìåíüøåé ìåðå òðè ÿäåðíûõ áåëêà ñ àíàëîãè÷íû-
ìè ìîëåêóëÿðíûìè ìàññàìè, ñïîñîáíûõ ñâÿçûâàòüñÿ ñ
óïîìÿíóòûì GC-áîãàòûì ó÷àñòêîì ïðîìîòîðà rpL32.
Íàøå âíèìàíèå ïðèâëåê îäèí èç òàêèõ ÿäåðíûõ áåëêîâ
(ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 56 êÄà), ïîòåíöèàëüíî ñïîñîáíûé
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âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ GCC-ýëåìåíòîì ïðîìîòîðà rpL32.
Ýòîò èíòåðåñ, â ÷àñòíîñòè, îáúÿñíÿëñÿ òåì îáñòîÿòåëüñò-
âîì, ÷òî ñïîñîáíîñòü ÿäåðíûõ áåëêîâ óêàçàííûõ êëåòîê
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ GC-áîãàòûì ó÷àñòêîì ïðîìîòîðà
rpL32 çàâèñåëà îò èîíîâ Zn2+, ÷òî íå ÿâëÿëîñü õàðàêòåð-
íûì äëÿ áåëêà ð20 (Îðëîâ è äð., 1999á).

Ïðîäîëæàÿ èññëåäîâàíèÿ ïî õàðàêòåðèñòèêå GC-áî-
ãàòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (–21 ... –6 ï. í.) ïðîìîòîðà
ãåíà rpL32 ìûøè, ìû óñòàíîâèëè, ÷òî âõîäÿùèé â íåå
GCC-ýëåìåíò (–17 ... –6 ï. í.), ñ îäíîé ñòîðîíû, ñîñåäñò-
âóåò ñ ïèðèìèäèíîâûì áëîêîì (–5 ... +11 ï. í.), à ñ äðó-
ãîé — ÷àñòè÷íî ïåðåêðûâàåòñÿ ñ îäíèì èç ïîòåíöèàëü-
íûõ ñàéòîâ ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè ZF5 (–21 ... –16 ï. í.),
cîîòâåòñòâóþùèì îïèñàííîé ðàíåå êîíñåíñóñíîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè 5�-GCGCGC-5� (Kaplan, Calame, 1997;
Obata et al., 1999) (ðèñ. 1). Òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð
ìëåêîïèòàþùèõ ZF5 èìååò Kruppel-ïîäîáíûå Zn-ôèí-
ãåðíûå ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèå äîìåíû è âçàèìîäåéñòâóåò ñ
GC-áîãàòûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ÄÍÊ (Bhathal,
Stumph, 1996; Sobek-Klocke et al., 1997; Sugiura et al.,
1997). Ãåíû zf5/Zf5 ìûøè è ÷åëîâåêà âåñüìà êîíñåðâà-
òèâíû (ãîìîëîãèÿ äî 99 % êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè), ïðè ýòîì ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèå äîìåíû èäåíòè÷íû.
Ôàêòîð òðàíñêðèïöèè ZF5 (ñ ìîë. ìàññîé 52 êÄà) ìîæåò,
òàêèì îáðàçîì, ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê îäèí èç áåëêîâ-êàí-
äèäàòîâ, ñïîñîáíûõ âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ GC-áîãàòûì
ó÷àñòêîì ïðîìîòîðà ãåíà rpL32 ìûøè â êëåòêàõ HepG2.

Cóùåñòâåííûì âîçðàæåíèåì ïðîòèâ èäåíòèôèêàöèè
ÿäåðíîãî áåëêà êëåòîê HepG2 p56, ñïåöèôè÷åñêè âçàè-
ìîäåéñòâóþùåãî ñ èññëåäóåìûì ó÷àñòêîì ïðîìîòîðà
rpL32 êàê ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè ZF5, ÿâëÿëèñü äàííûå î
òêàíåñïåöèôè÷åñêîì õàðàêòåðå ýêñïðåññèè ãåíà zf5.
Àíàëèç EST-áèáëèîòåê ÷åëîâåêà è ìûøè íå âûÿâèë
ìÐÍÊ Zf5 â êëåòêàõ ãåïàòîöèòàðíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
(äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Âìåñòå ñ òåì, ïîñêîëüêó ôàê-
òîð òðàíñêðèïöèè ZF5 ÿâëÿåòñÿ âåñüìà êîíñåðâàòèâíûì
ïî ñòðóêòóðå è ôóíêöèÿì ó ìëåêîïèòàþùèõ, ñïîñîá-
íîñòü ÷åëîâå÷åñêîãî áåëêà ZF5 âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ
GC-áîãàòîé îáëàñòüþ ïðîìîòîðà ãåíà rpL32 ìûøè ìîãëà
áû îêàçàòüñÿ âåñüìà ïîëåçíîé äëÿ õàðàêòåðèñòèêè
GCC-ýëåìåíòà ýòîãî ïðîìîòîðà ëèáî êàê àâòîíîìíîãî
öèñ-ýëåìåíòà ãåíîâ ìëåêîïèòàþùèõ, ëèáî êàê ñîïîä÷è-
íåííîãî â êîìïîçèòíîì GC-áîãàòîì ðåãóëÿòîðíîì ýëå-
ìåíòå, êàêîâûì ìîæåò ÿâëÿòüñÿ GC-áîãàòàÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü ïðîìîòîðà rpL32 (–19 ... –6 ï. í.).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðèâîäÿòñÿ äàííûå ïî ñïîñîáíî-
ñòè ðåêîìáèíàíòíîãî ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè ÷åëîâå-
êà ZF5 ñïåöèôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâîâàòü íå òîëüêî
ñ îõàðàêòåðèçîâàííîé ðàíåå ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
(5�-GCGCGC-5�), íî è ñ òðèïëåòíûìè ïîâòîðàìè òèïà
(GCC)n, àâòîíîìíûìè ëèáî âõîäÿùèìè â ñîñòàâ ïðîìî-
òîðà rpL32. Áîëåå òîãî, íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ãåí Zf5 ñïîñî-
áåí ýêñïðåññèðîâàòüñÿ â êëåòêàõ HepG2, à âåêòîð ýêñï-
ðåññèè åãî êëîíèðîâàííîé êÄÍÊ-êîïèè ñïîñîáåí ñïåöè-

ôè÷åñêè ðåïðåññèðîâàòü ïðîìîòîð rpL32 â ñîñòàâå ãåíå-
òè÷åñêîé êîíñòðóêöèè, ââåäåííîé â êëåòêè HepG2 ìåòî-
äîì òðàíñôåêöèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ðåàêòèâû ôèðì
Sigma, Amersham Bioscience, Roche Applied Science, In-
vitrogen, Promega è Gibco (CØÀ), à òàêæå îòå÷åñòâåííî-
ãî ïðîèçâîäñòâà êâàëèôèêàöèè «õ÷» è «÷äà»; ôåðìåíòû
äëÿ ãåííî-èíæåíåðíûõ ðàáîò — ïðîèçâîäñòâà Fermentas
(Ëèòâà) è ÍÏÎ «ÑèáÝíçèì» (Íîâîñèáèðñê).

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Ëèíèÿ êëåòîê ãåïàòîöåë-
ëþëÿðíîé êàðöèíîìû (ãåïàòîìû) ÷åëîâåêà HepG2 ïîëó-
÷åíà èç Îòäåëà êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè
ÐÀÍ.

Êëåòêè âûðàùèâàëè â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé
10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (Life Technologies,
Inc.) ïðè 37 °Ñ â ÑÎ2-èíêóáàòîðå ñ ñîäåðæàíèåì CO2

5 %.
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ë å î ò è ä í û å ï î ñ ë å ä î â à ò å ë ü í î ñ ò è. Ïîëíîðàçìåð-
íàÿ êîïèÿ ãåíà ðèáîñîìíîãî áåëêà ìûøè L32 (rpL32),
âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ 5�-ðåãóëÿòîðíóþ îáëàñòü (Dudov,
Perry, 1986), áûëà ïîëó÷åíà îò ïðîô. Í. Â. Òîìèëèíà
(Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ). Ïëàçìèäíûå âåêòîðû ýêñ-
ïðåññèè: pL32luc, cêîíñòðóèðîâàííûé ãåííî-èíæåíåð-
íûìè ìåòîäàìè, ñîäåðæàë êÄÍÊ-ãåí ëþöèôåðàçû ñâåò-
ëÿêà luc (Promega) ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà rpL32
(–155 … +195 ï. í.) â ñîñòàâå ïëàçìèäû pGL3basic (Pro-
mega); pCMVL, ñîäåðæàùèé ãåí LacZ, êîäèðóþùèé ãåí
â-ãàëàêòîçèäàçû E.coli ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ðàííèõ
ãåíîâ öèòîìåãàëîâèðóñà (ÑÌV), áûë ïîëó÷åí ðàíüøå â
íàøåé ëàáîðàòîðèè (Îðëîâ è äð., 1999á). pNFêBluc, cî-
äåðæàùèé ãåí luc ïîä êîíòðîëåì ìèíèìàëüíîãî ïðîìî-
òîðà, ê êîòîðîìó äîáàâëåíî íåñêîëüêî (òàíäåìíî) ñàéòîâ
ñâÿçûâàíèÿ äëÿ ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè NFêB, ïðèîáðå-
òåí ó ôèðìû Stratagen.

Ñèíòåòè÷åñêèå îëèãîíóêëåîòèäíûå êîïèè ðàçëè÷-
íûõ ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé áûëè ïðèîáðåòåíû ó
ôèðìû MWG Biotech. Íèæå óêàçàíà ëèøü îäíà èç äâóõ
êîìïëåìåíòàðíûõ ÄÍÊ-öåïåé òàêèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ:
ôðàãìåíò ïðîìîòîðà rpL32 (–24 ... +11 ï. í.) — 5�-CT
TGCGCGCCGCCGCCGCCTCTTCCTTCTTCCTCG-3�;
GCC-ýëåìåíò — 5�-AGCTTGCCGCCGCCTTCGA-3�;
(GCC)9-ýëåìåíò — 5�-AGCTTGCCGCCGCCGCC
GCCGCCGCCGCCGCCTTCGA-3�; ïèðèìèäèíîâûé ìî-
òèâ ïðîìîòîðà rpL32 (–5 ... +11 ï. í.) — 5�-ÑTCTTCCTT
CTTCCTCG-3�; îäèí èç ôóíêöèîíàëüíûõ ñàéòîâ ñâÿçû-
âàíèÿ ZF5 — 5�-CAGGTACCGCGCCTTCGCTGCCA-3�;
ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ëàêòîôåððèíà (èñïîëüçóåìûé â êà÷åñò-
âå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ) — 5�-ÑÒAGTGCAAGTGC-
CA-3�.
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Ðèñ. 1. Êîìïîçèòíûé öèñ-ýëåìåíò â ïðîìîòîðå ãåíà ðèáîñîìíîãî áåëêà ìûøè L32 (rpL32).

Âõîäÿùèé â åãî ñîñòàâ GCC-ýëåìåíò ïîä÷åðêíóò. Öèôðû ðÿäîì ñ íóêëåîòèäàìè óêàçûâàþò èõ ïîëîæåíèå (êîîðäèíàòû) îòíîñèòåëüíî ñòàðòîâîé òî÷-
êè òðàíñêðèïöèè (ñì. ïîÿñíåíèÿ â òåêñòå).

Fig. 1. Composite cis-acting element of mouse ribosomal protein L32 gene — rpL32. The figures show its position versus the rpL32 trans-
cription start point. The sequences corresponding to GCC-element tract are underlined (see the text).



Êîìïëåìåíòàðíûå öåïî÷êè îäíîèìåííûõ îëèãîíóê-
ëåîòèäîâ ïîìå÷åíû ñ ïîìîùüþ ïîëèíóêëåîòèäèêèíàçû
ôàãà Ò4; («ÑèáÝíçèì») è [ã32Ð] ÀÒÔ è îòîææåíû äëÿ
ôîðìèðîâàíèÿ äóïëåêñíûõ ñòðóêòóð.

Ï î ë ó ÷ å í è å ÿ ä å ð í û õ ý ê ñ ò ð à ê ò î â è ï ð î ö å -
ä ó ð à î ï ð å ä å ë å í è ÿ ç à ä å ð æ ê è Ä Í Ê - á å ë ê î â û õ
ê î ì ï ë å ê ñ î â â à ã à ð î ç í î ì ã å ë å ï ð è ý ë å ê ò ð î -
ô î ð å ç å — E M S A (e l e c t r o p h o r e t i c m o b i l i t y
s h i f t a s s a y). ßäåðíûå ýêñòðàêòû ïðèãîòàâëèâàëè èç
êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê, êàê îïèñàíî ðàíåå (Andrews,
Faller, 1991). EMSA âûïîëíÿëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêî-
ìåíäàöèÿìè Øðàéáåð è ñîàâòîðîâ (Schreiber et al., 1989).
Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü ñîäåðæàëà 100 ìÌ NaCl, 10.5 ìÌ
HEPES, pH 7.9, 0.8 ìÌ Na2-EDTA, 0.15 ìÌ Na2-EGTA,
0.8 ìÌ DTT, 0.15 ìÌ PMSF, 6 ìÌ MgCl2, 0.25 ìÌ ZnCl2,
150 ìêã/ìë ôðàãìåíòèðîâàííîé óëüòðàçâóêîì ÄÍÊ ñïåð-
ìû ëîñîñÿ, 8�10–3—8�10–4 èìï/ìèí ìå÷åíûõ ñèíòåòè÷å-
ñêèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ (1—10 íã) è 2—20 ìêã ÿäåðíîãî
ýêñòðàêòà. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî êîíêóðåíöèè íåìå÷åíûå
îëèãîíóêëåîòèäû äîáàâëÿëè â ðåàêöèîííóþ ñìåñü ñî-
âìåñòíî ñ ìå÷åíûìè â ñîîòíîøåíèÿõ, óêàçàííûõ â òåê-
ñòå. Ðàçìåðû áåëêîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ ñèíòåòè÷å-
ñêèìè îëèãîíóêëåîòèäíûìè ñàéòàìè, îïðåäåëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ñòàíäàðòíîãî íàáîðà áåëêîâ Kaleidoscope TM
(BioRad).

Ê ë î í è ð î â à í è å ê Ä Í Ê Z f 5 ÷ å ë î â å ê à è ñ î -
ç ä à í è å ý ó ê à ð è î ò è ÷ å ñ ê î ã î â å ê ò î ð à ý ê ñ ï ð å ñ -
ñ è è Z f 5. Èç êëåòîê HepG2 ãóàíèäèí-èçîòèîöèîíàòíûì
ìåòîäîì áûëà èçîëèðîâàíà òîòàëüíàÿ ÐÍÊ (Ñhirgwin
et al., 1979). Ïîñëå îáðàáîòêè ÐÍÊ ÄÍÊàçîé I, ñâîáîä-
íîé îò ÐÍÊàçû (Roche Applied Science), åå êîïèðîâàëè â
ÄÍÊ â ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè, èñïîëüçóÿ oli-
go(dT)-çàòðàâêó è îáðàòíóþ òðàíñêðèïòàçó (Invitrogen)
äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïåðâîé öåïî÷êè êÄÍÊ. Îòäåëüíî àìïëè-
ôèöèðîâàëè ïåðåêðûâàþùèåñÿ 5�- è 3�-÷àñòè êîäèðóþ-
ùåé îáëàñòè ãåíà Zf5 ÷åëîâåêà ñ ïîìîùüþ äâóõ îòäåëü-
íûõ ïàð ïðàéìåðîâ, óêàçàííûõ íèæå. Çàòåì äâà ôðàãìåí-
òà êÄÍÊ ãèäðîëèçîâàëè BglI, ëèãèðîâàëè è ðåàì-
ïëèôèöèðîâàëè ïîëíðàçìåðíóþ êîäèðóþùóþ îáëàñòü
Zf5 (cì. ðàçäåë «Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå»).

Ïðàéìåðû äëÿ êëîíèðîâàíèÿ êÄÍÊ Zf5 áûëè ïîäî-
áðàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì áàçû äàííûõ ãåíîâ «GenBank»
è ïðîãðàììû «Ïðàéìåð» (àâòîðû Â. Ïðóòêîâñêèé è
Î. Ñîêóð, Èíñòèòóò ãðèïïà ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).
Ïåðâàÿ ïàðà ïðàéìåðîâ (äëÿ 5�-÷àñòè êÄÍÊ): 5�-GGCC
TTCAAGGCATTAAG-3�, 5�-AAACAAATGGCCTGC
CG-3�; âòîðàÿ ïàðà (äëÿ 3�-÷àñòè êÄÍÊ): 5�-ÑÑÑÑTCA-
AGCCTTAACAT-3�, 5�-TCTCCACTTTCCAGGCAA-3�.

Ï î ë ó ÷ å í è å ð å ê î ì á è í à í ò í î ã î ñ ï ë à â ë å í -
í î ã î á å ë ê à G S T - Z F 5. Ðåêîìáèíàíòíûé ñïëàâëåí-
íûé áåëîê GST-ZF5 (C-êîíåö áåëêà ñîäåðæèò ÄÍÊ-ñâÿ-
çûâàþùèé äîìåí ZF5, N-êîíåö — áàêòåðèàëüíóþ ãëóòà-
òèîí-S-òðàíñôåðàçó) áûë èçîëèðîâàí èç áàêòåðèàëüíîãî
øòàììà E. coli, ëèíèè BL21 — ïðîäóöåíòà GST-ZF5
(GST-ZF5 — ïðîäóêò ýêñïðåññèè ïðîêàðèîòè÷åñêîãî
âåêòîðà ðGEXZF5), ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííîãî ä-ðîì
S. Yamamoto (Hiroshima University, ßïîíèÿ). Áàêòåðèàëü-
íûå êëåòêè E. coli ðîñëè ïðè 37 °Ñ äî ïîçäíåé ëîãàðèô-
ìè÷åñêîé ôàçû (D600 = 1), cèíòåç GST-ZF5 â êëåòêàõ èí-
äóöèðîâàëè äîáàâëåíèåì 1 ìÌ èçîïðîïèë-â -D-ãàëàêòî-
ïèðàíîçèäà. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè 5 ÷, ñîáèðàëè, ëèçè-
ðîâàëè; ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê èçîëèðîâàëè ñâÿçûâàíè-
åì åãî íà ãëóòàòèîí-àãàðîçíîì íîñèòåëå â õîäå àôôèí-
íîé õðîìàòîãðàôèè (â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ôèð-
ìû Amersham).

Ò ð à í ñ ô å ê ö è ÿ ê ë å ò î ê. Äëÿ òðàíñôåêöèè êëåòîê
HepG 2 ïëàçìèäíûìè âåêòîðàìè ýêñïðåññèè ãåíîâ â-ãà-
ëàêòîçèäàçû è ëþöèôåðàçû ýòè êëåòêè ñ ïëîòíîñòüþ
104 êë./ñì2 âûñåâàëè íà ÷àøêó Ïåòðè (äèàìåòð 30 ìì) è
âûðàùèâàëè äî ñóáêîíôëóåíòíîãî ìîíîñëîÿ â ñðåäå
DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè òåëÿò, â
àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ. Ïðîöåäóðó Ña-ôîñôàòíîé
òðàíñôåêöèè âûïîëíÿëè ïî ìåòîäèêå Ãîðìàí (1988). Äëÿ
òðàíñôåêöèè èñïîëüçîâàëè 10 ìãê ÄÍÊ íà ÷àøêó. Èçìå-
ðåíèå àêòèâíîñòè â-ãàëàêòîçèäàçû ïðîâîäèëè ïî ñòàí-
äàðòíîé ìåòîäèêå, èñïîëüçóÿ î-íèòðîôåíèë-â-D-ãàëàê-
òîïèðàíîçèä êàê ñóáñòðàò. Àêòèâíîñòü â-ãàëàêòîçèäàçû
ïðåäñòàâëÿëè â âèäå îòíîñèòåëüíûõ åäèíèö (çíà÷åíèÿ
D420 â ëèçàòàõ êëåòîê íà 1 ìã òîòàëüíîãî êëåòî÷íîãî áåë-
êà çà 1 ÷). Àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû îïðåäåëÿëè â ñîîò-
âåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì äëÿ Luciferase Assay System (Pro-
mega, cat. ¹ Å4030), ïîëüçóÿñü ñöèíòèëëÿöèîííûì
ñ÷åò÷èêîì (Beckman). Àêòèâíîñòü ïðåäñòàâëåíà â îòíî-
ñèòåëüíûõ ñâåòîâûõ åäèíèöàõ (ÎÑÅ), ñîîòâåòñòâóþùèõ
÷èñëó èìï/ìèí íà 1 ìã òîòàëüíîãî êëåòî÷íîãî áåëêà.
Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Áðýäôîðä
(Bradford, 1976).

C ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Ñòàòèñòè÷åñêóþ îá-
ðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðî-
ãðàììû Statistica 5.0 (StatSoft, Inc.). Äàííûå âñåõ èçìåðå-
íèé ïðåäñòàâëåíû ñ ó÷åòîì ñòàíäàðòíîé îøèáêè ñðåäíå-
ãî. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ñðåäíèõ îöåíèâàëè ìåòîäîì
íåïàðíîãî t-òåñòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëèñü ñòàòèñòè÷åñêè äî-
ñòîâåðíûìè ïðè Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ê ë î í è ð î â à í è å ê Ä Í Ê ò ð à í ñ ê ð è ï ö è î í í î -
ã î ô à ê ò î ð à Z F 5 ÷ å ë î â å ê à. êÄÍÊ-êîïèÿ ãåíà Zf5
(1425 ï. í.) áûëà êëîíèðîâàíà ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõøà-
ãîâîé ðåòðî-ÏÖÐ. Èçîëèðîâàííóþ, î÷èùåííóþ è îáðà-
áîòàííóþ ñâîáîäíîé îò ÐÍÊàçû ÄÍÊàçîé òîòàëüíóþ
ÐÍÊ ãåïàòîìíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà HepG2 (ñì. ðàçäåë
«Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà») èñïîëüçîâàëè êàê èñòî÷íèê
ìÐÍÊ Zf5 â ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ñ çàòðàâêîé
oligo(dT) è îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçîé. Âñëåäñòâèå áîëü-
øîé ïðîòÿæåííîñòè ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ Zf5 äëÿ èçîëÿöèè
êÄÍÊ Zf5 ïðîâîäèëè îòäåëüíóþ àìïëèôèêàöèþ äâóõ ïå-
ðåêðûâàþùèõñÿ 5�- è 3�-ôðàãìåíòîâ êÄÍÊ Zf5: ñ ïîìî-
ùüþ ïåðâîé ïàðû ïðàéìåðîâ àìïëèôèöèðîâàëè 5�-ó÷àñ-
òîê êÄÍÊ Zf5 (958 ï. í.), ñ ïîìîùüþ âòîðîé — 3�-ó÷àñ-
òîê êÄÍÊ Zf5 (686 ï. í.). Ýòè äâà ïåðåêðûâàþùèõñÿ
ôðàãìåíòà êÄÍÊ ãèäðîëèçîâàëè ïî ñàéòó BglI, ëèãèðîâà-
ëè è ðåàìïëèôèöèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì 5�-ïðàéìåðà
èç ïåðâîé ïàðû è 3�-ïðàéìåðà èç âòîðîé. Ïîëó÷åííóþ
êÄÍÊ-êîïèþ Zf5 ñóáêëîíèðîâàëè â ïëàçìèäó pBluesc-
ript. Âåðèôèêàöèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êëîíèðîâàííîé ê
ÄÍÊ Zf5 íà ïðåäìåò îòñóòñòâèÿ âîçìîæíûõ ìóòàöèé,
âîçíèêøèõ â ðåçóëüòàòå ÏÖÐ, ïðîâåäåíà ñ ïîìîùüþ ñåê-
âåíèðîâàíèÿ. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî êëîíèðîâàí-
íàÿ êÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëíîñòüþ ñîîòâåòñòâóåò
êÄÍÊ-êîïèè Zf5 ÷åëîâåêà. Ïîëó÷åííûå òàêèì îáðàçîì
ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò óòâåðæäàòü, ÷òî â êëåòêàõ HepG2
ïðîèñõîäèò ýêñïðåññèÿ ãåíà Zf5, è ýòî äàåò îñíîâàíèÿ
ïðåäïîëàãàòü è ýêñïðåññèþ ýòîãî ãåíà â èñõîäíûõ äëÿ
ãåïàòîöåëëþëÿðíîé êàðöèíîìû êëåòêàõ — ãåïàòîöèòàõ
÷åëîâåêà.

Â ç à è ì î ä å é ñ ò â è å ÷ å ë î â å ÷ å ñ ê î ã î Z F 5 ñ
G C C - ý ë å ì å í ò î ì ï ð î ì î ò î ð à r p L 3 2. Áåëîê ìëå-

248 Ñ. Â. Îðëîâ, Ê. Á. Êóòåéêèí-Òåïëÿêîâ è äð.
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Ðèñ. 2. Âçàèìîäåéñòâèå ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà GST-ZF5 è ÿäåðíûõ áåëêîâ êëåòîê HepG2 c GCC-ýëåìåíòîì ïðîìîòîðà rpL32.

Âíèçó ïîä êàæäîé ïàíåëüþ óêàçàí îëèãîíóêëåîòèä, èñïîëüçîâàííûé ïðè EMSA â êà÷åñòâå ðàäèîàêòèâíîãî çîíäà. Âåçäå K– (îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü)
ñîîòâåòñòâóåò ïîçèöèè íåñâÿçàííîãî ìå÷åíîãî îëèãîíóêëåîòèäà (çîíäà). K+ — ÄÍÊ-áåëêîâûé êîìïëåêñ, ôîðìèðóþùèéñÿ òîëüêî ñ óêàçàííûì çîí-
äîì. Ñ — ñôîðìèðîâàííûé ñïåöèôè÷åñêèé ÄÍÊ-áåëêîâûé êîìïëåêñ, F — íåñâÿçàâøèéñÿ çîíä. à — EMSA ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà GST-ZF5 ñ îëèãî-
íóêëåîòèäíîé êîïèåé êîíñåíñóñà ZF5 â êà÷åñòâå ðàäèîàêòèâíîãî çîíäà. Äîðîæêè 2 , 6 — áåç êîíêóðåíòà; äîðîæêè 3—5 — ïðè êîíêóðåíöèè ñ âîçðàñòà-
þùèìè ìîëÿðíûìè èçáûòêàìè íåìå÷åíîãî îëèãîíóêëåîòèäà ZF5 cîîòâåòñòâåííî â 5, 25 è 50 ðàç; äîðîæêè 7—9 — ïðè êîíêóðåíöèè ñ âîçðàñòàþùèìè
ìîëÿðíûìè èçáûòêàìè íåìå÷åíîé êîïèè ôðàãìåíòà ïðîìîòîðà rpL32 (–24... +11 ï. í.) ñîîòâåòñòâåííî â 5, 25 è 50 ðàç. á — EMSA ðåêîìáèíàíòíîãî
áåëêà GST-ZF5 c îëèãîíóêëåîòèäíîé êîïèåé ôðàãìåíòà ïðîìîòîðà rpL32 (–24... +11 ï. í.) â êà÷åñòâå ðàäèîàêòèâíîãî çîíäà. Äîðîæêè 1, 5, 9 — EMSA
áåç êîíêóðåíöèè; äîðîæêè 2—4 — ïðè êîíêóðåíöèè ñ âîçðàñòàþùèìè (êàê óêàçàíî âûøå) ìîëÿðíûìè èçáûòêàìè íåìå÷åíîãî ôðàãìåíòà ïðîìîòîðà
rpL32 (–24... +11 ï. í.); äîðîæêè 6—8 — ïðè êîíêóðåíöèè ñ âîçðàñòàþùèìè (êàê óêàçàíî âûøå) ìîëÿðíûìè èçáûòêàìè íåìå÷åíîé êîïèè êîíñåíñóñ-
íîé ZF5-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. â — EMSA ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà GST-ZF5 è ÿäåðíûõ áåëêîâ HepG2 c ïèðèìèäèíîâûì áëîêîì êîìïîçèòíîãî ýëåìåí-
òà ôðàãìåíòà ïðîìîòîðà rpL32 , èñïîëüçîâàííûì â êà÷åñòâå ðàäèîàêòèâíîãî çîíäà. Äîðîæêà 2 — ñ ÿäåðíûìè áåëêàìè êëåòîê HepG2; äîðîæêè 3—6 —
áåç êîíêóðåíöèè (K+) è ïðè êîíêóðåíöèè ñ óêàçàííûìè âûøå âîçðàñòàþùèìè ìîëÿðíûìè èçáûòêàìè ôðàãìåíòà ïðîìîòîðà rpL32 (–24... +11 ï. í.).
ã — EMSA ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà GST-ZF5 è ÿäåðíûõ áåëêîâ HepG2 ñ îëèãîíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ (GCC)9, èñïîëüçîâàííîé â êà÷åñòâå
ðàäèîàêòèâíîãî çîíäà. Îáîçíà÷åíèÿ íàä äîðîæêàìè K–, K+, L32 cîîòâåòñòâóþò òàêîâûì, óêàçàííûì âûøå; äîðîæêè 8—10 — ïðè êîíêóðåíöèè ñ âîçðà-
ñòàþùèìè ìîëÿðíûìè èçáûòêàìè îëèãîíóêëåîòèäíûõ êîïèé ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ ñ ëàêòîôåððèíîì ñîîòâåòñòâåííî â 5, 25 è 50 ðàç (îòðèöàòåëüíûé
êîíòðîëü). ä — òî æå, ÷òî è íà ïàíåëè ã, îäíàêî ïðè êîíêóðåíöèè ñ îëèãîíóêëåîòèäíûìè êîïèÿìè êîíñåíñóñíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ZF5 è îëèãîíóê-
ëåîòèäà (GCC)9 — â ìîëåêóëÿðíûõ èçáûòêàõ ñîîòâåòñòâåííî â 5, 25 è 50 ðàç. Íîìåðà äîðîæåê ñîîòâåòñòâóþò EMSA ïðè êîíêóðåíöèè ñ âîçðàñòàþùè-

ìè çíà÷åíèÿìè èçáûòêîâ íåìå÷åíûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ.

Fig. 2. Interaction of recombinant GST-ZF5 with GCC-element of the rpL32 promoter.

a — EMSA, using ZF5 binding site as a probe. á — EMSA, using the rpL32 fragment (–24... +11) as a probe. â — EMSA, using pyrimidine site of rpL32
(–6... +11) as a probe. ã, ä — EMSA, using (GCC)9-element as a probe. K– — without proteins, K+ — EMSA with purified recombinant GST-ZF5 without com-

petition, HepG2 — EMSA with nuclear proteins from HepG2 cells.
Competitors are shown on the top. Molar excesses of competitors are everywhere the same (5, 25, and 50, respectively). Triangles show increasing amounts of

competitors. C — specific DNA-protein complex. F — free DNA probe.



êîïèòàþùèõ ZF5 è åãî ãåí áûëè âïåðâûå èäåíòèôèöèðî-
âàíû ó ìûøè, ïðè÷åì áåëîê ZF5 ÿâëÿåòñÿ ðåïðåññîðîì
òðàíñêðèïöèè ãåíà c-myc, îí õàðàêòåðèçóåòñÿ ìîë. ìàñ-
ñîé îêîëî 52 êÄà (Numoto et al., 1993). Â äàëüíåéøåì ãåí
zf5 áûë òàêæå èäåíòèôèöèðîâàí ó ÷åëîâåêà è êóðèöû
(Bhathal, Stumph, 1996; Sobek-Klocke et al., 1997; Sugiura
et al., 1997). Ïîêàçàíî, ÷òî ôàêòîð òðàíñêðèïöèè ZF
5 ïîçâîíî÷íûõ ÿâëÿåòñÿ âûñîêîêîíñåðâàòèâíûì, ñîäåð-
æèò ïÿòü Zn-ôèíãåðíûõ ñòðóêòóð íà Ñ-êîíöå. ÄÍÊ-ñâÿ-
çûâàþùèé Kruppel-ïîäîáíûé äîìåí âêëþ÷àåò â ñåáÿ
òðè-÷åòûðå òàêèõ Zn-ôèíãåðà (Obata et al., 1999). Êðîìå
òîãî, ó ZF5 íà N-êîíöå èìååòñÿ ãèäðîôîáíûé äîìåí
BTB/POZ (ïðåäñòàâëåí 124 àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêà-
ìè), îòâå÷àþùèé çà áåëîê-áåëêîâûå âçàèìîäåéñòâèÿ
(Sugiura et al., 1997). ×òîáû îïðåäåëèòü ZF5-ñâÿçûâàþ-
ùóþ ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, äâå íåçàâèñèìûå ãðóïïû
èññëåäîâàòåëåé ïðîâåëè ñïåöèàëüíûå ýêñïåðèìåíòû ïî
öèêëè÷åñêîé àìïëèôèêàöèè è îòáîðó íóêëåîòèäíûõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé, ñîõðàíÿþùèõ ñïîñîáíîñòü âçàèìî-
äåéñòâîâàòü ñ ZF5 (CAST -assay). Áûëè ïîëó÷åíû ñõîä-
íûå ðåçóëüòàòû, íà îñíîâàíèè êîòîðûõ âûâåäåí êîíñåí-
ñóñ äëÿ ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ ñ ZF5 : 5�-GCGCG-3� (Kaplan,
Calame, 1997; Obata et al., 1999). Ïîñêîëüêó â òåñòèðóå-
ìîì íàìè ó÷àñòêå ïðîìîòîðà ãåíà rpL32 ìûøè òàêàÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü ïðèñóòñòâóåò (ñ êîîðäèíàòàìè –21 ...
–16 ï. í.) è ïåðåêðûâàåòñÿ ñ èçó÷àåìûì íàìè GCC-ýëå-
ìåíòîì (–17 ... –6 ï. í.), ïðåäñòàâëÿëîñü èíòåðåñíûì
ïðîàíàëèçèðîâàòü ñ ïîìîùüþ EMSA ñïåöèôè÷íîñòü
ÄÍÊ-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé ÿäåðíûõ áåëêîâ êëåòîê
HepG2 ñ óêàçàííûìè GC-áîãàòûìè ó÷àñòêàìè ïðîìîòî-
ðà rpL32. Íàðÿäó ñ ÿäåðíûìè áåëêàìè êëåòîê HepG2 äëÿ
ýòîé öåëè íàìè áûë èñïîëüçîâàí ðåêîìáèíàíòíûé
(ñïëàâëåííûé) áåëîê GST-ZF5, ñîäåðæàùèé ÄÍÊ-ñâÿçû-
âàþùèé Zn-ôèíãåðíûé äîìåí ZF5 (ïðîöåäóðà ïîëó÷å-
íèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî GST-ZF5 èç áàêòåðèàëüíîãî ïðî-
äóöåíòà îïèñàíà â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»).

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû äàííûå EMSA ïî õàðàêòåðè-
ñòèêå in vitro âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó ðåêîìáèíàíòíûì
áåëêîì ZF5 èëè ÿäåðíûìè áåëêàìè HepG2 è êîïèÿìè îò-
äåëüíûõ ñîñòàâëÿþùèõ ó÷àñòêà ïðîìîòîðà rpL32 (–24 ...
+11 ï. í.). Âîçðàñòàþùèå èçáûòêè íåìå÷åíûõ êîïèé ñî-
îòâåòñòâóþùèõ ó÷àñòêîâ ôðàãìåíòà ïðîìîòîðà äîáàâëÿ-

ëè â êà÷åñòâå êîíêóðåíòîâ äëÿ äîêàçàòåëüñòâà ñïåöè-
ôè÷íîñòè âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó áåëêîì è çîíäîì. Ðå-
êîìáèíàíòíûé áåëîê GST-ZF5 ñâÿçûâàåò ZF5-ñïåöèôè-
÷åñêóþ ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, èñïîëüçóåìóþ â êà÷å-
ñòâå çîíäà (ðèñ. 2, à, äîðîæêè 2, 6). Ýòî ñâÿçûâàíèå âåñü-
ìà ñïåöèôè÷íî, òàê êàê âîçðàñòàþùèå ìîëÿðíûå
èçáûòêè íåìå÷åíîé ZF5-ñïåöèôè÷åñêîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè (ñîîòâåòñòâåííî â 5.25 è 50.00 ðàç) ýôôåêòèâíî
âûòåñíÿþò ðàäèîàêòèâíûé çîíä èç ñîîòâåòñòâóþùåé ïî-
ëîñû çàäåðæêè ÄÍÊ-áåëêîâîãî êîìïëåêñà (ðèñ. 2, à, äî-
ðîæêè 3—5). Âåñüìà èíòåðåñíî, ÷òî íåìå÷åíàÿ êîïèÿ
ôðàãìåíòà ïðîìîòîðà rpL32 (–24 ... +11 ï. í.) c åùå áîëü-
øåé ýôôåêòèâíîñòüþ âûòåñíÿåò ðàäèîàêòèâíûé çîíä
ZF5 èç äàííîãî êîìïëåêñà (ðèñ. 2, à, äîðîæêè 7—9). Àíà-
ëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû â ðåöèïðîêíûõ ýê-
ñïåðèìåíòàõ, ãäå â êà÷åñòâå çîíäà èñïîëüçîâàëàñü êîïèÿ
ôðàãìåíòà ïðîìîòîðà rpL32 (–24 ... +11 ï. í.) (ðèñ. 2, á).
Ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê GST-ZF5 ñïåöèôè÷åñêè âçàèìî-
äåéñòâóåò ñ ôðàãìåíòîì rpL32 (–24 ... +11 ï. í.), ïðè÷åì
íåìå÷åíàÿ êîïèÿ ôðàãìåíòà rpL32 (–24 ... +11 ï. í.) áî-
ëåå ýôôåêòèâíî êîíêóðèðóåò ñ çîíäîì, ÷åì ñîáñòâåííûé
ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ZF5 (ðèñ. 2, á, äîðîæêè 2—4 è 6—8 ñî-
îòâåòñòâåííî). Êîïèÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåãî ñàéòà äëÿ ëàê-
òîôåððèíà (èñïîëüçóåìàÿ êàê îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü)
íå âûòåñíÿåò áåëîê íè èç îäíîãî èç òåñòèðóåìûõ
ÄÍÊ-áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ (ðèñ. 2, á, äîðîæêè 10—12).
Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå ïîääåðæèâàþò ïðåäñòàâëå-
íèå î ïðèñóòñòâèè ñïåöèôè÷åñêîãî ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ
ZF5 âî ôðàãìåíòå ïðîìîòîðà rpL32 (–24 ... +11 ï. í.).
Êðîìå òîãî, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î
áîëåå âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ ðåêîìáè-
íàíòíîãî áåëêà GST-ZF5 ñ ïðîòÿæåííûì ó÷àñòêîì ïðî-
ìîòîðà –24 ... +11 ï. í. â ñðàâíåíèè ñ ýôôåêòèâíîñòüþ
åãî ñâÿçûâàíèÿ ñ ñîáñòâåííûì ñàéòîì ñâÿçûâàíèÿ ZF5.
Èç ðåçóëüòàòîâ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 2, â, ñëåäóåò, ÷òî
ïèðèìèäèíîâàÿ ñîñòàâëÿþùàÿ ôðàãìåíòà ïðîìîòîðà
rpL32 (–5 ... +11 ï. í.) íå âçàèìîäåéñòâóåò ñ ÄÍÊ-ñâÿçû-
âàþùèì äîìåíîì ZF5 (ðèñ. 2, â, äîðîæêè 3—6), íî êîìï-
ëåêñèðóåò ñ åùå íå îõàðàêòåðèçîâàííûìè ÿäåðíûìè áåë-
êàìè HepG2 (ðèñ. 2, â, äîðîæêè 2). Âåñüìà èíòåðåñíûì
îêàçàëîñü òî îáñòîÿòåëüñòâî, ÷òî ðåêîìáèíàíòíûé áå-
ëîê GST-ZF5 ôîðìèðóåò ñïåöèôè÷åñêèå êîìïëåêñû ñ

250 Ñ. Â. Îðëîâ, Ê. Á. Êóòåéêèí-Òåïëÿêîâ è äð.

Ðèñ. 3. Ýêñïðåññèÿ êëîíèðîâàííîãî êÄÍÊ-ãåíà Zf5 â êëåòêàõ HepG2 ïðèâîäèò ê óãíåòåíèþ àêòèâíîñòè ïðîìîòîðà rlL32.

a — êëåòêè HepG2 êîòðàíñôèöèðîâàëè ïëàçìèäàìè pCMVZf5 (0.375 ìêã íà ÷àøêó Ïåòðè), pL32lus (5 ìêã íà ÷àøêó Ïåòðè, 30 ìì) è ðÑÌVL (2.5 ìêã íà
÷àøêó Ïåòðè). Çíà÷åíèÿ â-ãàëàêòîçèäàçû èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ñòàíäàðòèçàöèè ïîêàçàíèé àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû. á — êëåòêè HepG2 êîòðàíñôèöèðîâàëè

ïëàçìèäàìè ðÑMVZf5 (0.375 ìêã íà ÷àøêó Ïåòðè), pNFêBluc (5 ìêã íà ÷àøêó Ïåòðè; îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü) è ðÑÌVL (2.5 ìêã íà ÷àøêó Ïåòðè).

Fig. 3. Effect of ZF5 overexpression on the activity of rpL32 promoter, in comparison with that of synthetic NFkB-dependent promoter.

a — HepG2 cells were cotransfected with pL32lus (5 ìg), pCMVL (2.5 ìg), and pCMVZf5 (375 ng) (see «Materials and methods»). á — HepG2 cells were co-
transfected with pNFêBluc (5 ìg), pCMVL (2.5 ìg) and pCMVZf5 (375 ng).



GCC-òðèïëåòíûìè ïîâòîðàìè (GCC)9, òàê ÷òî íàèëó÷-
øèìè êîíêóðåíòàìè (âûòåñíÿþùèìè çîíä èç êîìïëåê-
ñîâ) â ñðàâíåíèè ñ ñîáñòâåííûì ñàéòîì ñâÿçûâàíèÿ
ZF5 îêàçûâàþòñÿ ôðàãìåíò ïðîìîòîðà rpL32 (–24 ...
+11 ï. í.) è (GCC)9. Äîáàâëåíèå â ðåàêöèîííóþ ñìåñü
âîçðàñòàþùèõ ìîëÿðíûõ èçáûòêîâ êîïèè ñàéòà ëàêòî-
ôåððèíà (â 5.25 è 50.00 ðàç) íå ïðèâîäèò ê èñòîùåíèþ
ðàäèîàêòèâíûõ ïîëîñ (îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü).

Èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóþò äâà âàæíûõ âû-
âîäà: 1) â íàøèõ óñëîâèÿõ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé äîìåí
ZF5 ðàâíî ýôôåêòíî âçàèìîäåéñòâóåò êàê ñ ZF5-câÿçûâà-
þùåé (êîíñåíñóñíîé) ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, òàê è
ñ GCC-ýëåìåíòîì; 2) íàèáîëåå ýôôåêòèâíî ÄÍÊ-äîìåí
ZF5 âçàèìîäåéñòâóåò ñ GC-áîãàòîé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòüþ ôðàãìåíòà ïðîìîòîðà rpL32 (–21 ... –6 ï. í.), êîòî-
ðàÿ âêëþ÷àåò â ñåáÿ êàê êîíñåíñóñíûé ñàéò ñâÿçûâàíèÿ
ZF5, òàê è GCC-ýëåìåíò.

Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò â
ïîëüçó ñïåöèôè÷åñêîãî ñèëüíîãî, âåðîÿòíî êîîïåðàòèâ-
íîãî, âçàèìîäåéñòâèÿ ZF5 ñ ïðîòÿæåííûì ôðàãìåíòîì
ïðîìîòîðà rpL32 (–21 ... –6 ï. í.). Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî
GCC-ýëåìåíò in vitro ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâóåò ñ
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèì äîìåíîì ZF5, åãî ìîæíî ðàññìàòðè-
âàòü êàê îäèí èç âàðèàíòîâ ZF5-ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè (ñïåöèôè÷åñêîé äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ñ
ZF 5).

Â å ê ò î ð ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í à Z f 5 ÷ å ë î â å ê à ó ã -
í å ò à å ò à ê ò è â í î ñ ò ü ï ð î ì î ò î ð à r p L 3 2 â ê ë å ò -
ê à õ H e p G 2. Äëÿ ïðîâåðêè ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíî-
ñòè êëîíèðîâàííîãî ãåíà Zf5 â êëåòêàõ HepG2 êàê òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà, ñïîñîáíîãî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ
ïðîìîòîðîì ãåíà rpL32, ìû ñîçäàëè ïëàçìèäíûé ýóêàðè-
îòè÷åñêèé âåêòîð ýêñïðåññèè Zf5, â êîòîðîì ÷åëîâå÷å-
ñêèé êÄÍÊ-ãåí Zf5 áûë ñöåïëåí ñ ñèëüíûì ïðîìîòîðîì
ðàííèõ ãåíîâ öèòîìåãàëîâèðóñà ÷åëîâåêà (HCMV) —
pCMVZf5. Êëåòêè HepG2 áûëè êîòðàíñôèöèðîâàíû
ïëàçìèäíûì âåêòîðîì ýêñïðåññèè pL32luc (ó÷àñòîê ïðî-
ìîòîðà rpL32 –155 … +195 ï. í. êîíòðîëèðóåò ãåí ëþöè-
ôåðàçû luc) è ðÑÌVZf5. Â êîíòðîëüíîì ýêñïåðèìåíòå
âìåñòî pL32luc èñïîëüçîâàëè âåêòîð ýêñïðåññèè luc ïîä
êîíòðîëåì ñèíòåòè÷åñêîãî ìèíèìàëüíîãî ïðîìîòîðà è
ïÿòè òàíäåìíûõ ñàéòîâ äëÿ ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè NFêB
(îòñóòñòâóåò GC-áîãàòàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â ïðîìîòî-
ðå). Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 3, ñâèäåòåëüñò-
âóþò î ñïîñîáíîñòè âåêòîðà ýêñïðåññèè Zf5 óãíåòàòü àê-
òèâíîñòü ïðîìîòîðà rpL32 â îòëè÷èå îò àêòèâíîñòè
ìèíèìàëüíîãî ïðîìîòîðà ñ ñàéòàìè ñâÿçûâàíèÿ NFêB
(êîíòðîëü).

Òàêèì îáðàçîì, èäåíòèôèöèðîâàííûé íàìè â êëåò-
êàõ HepG2 ïðîäóêò ýêñïðåññèè ãåíà Zf5 cïîñîáåí ðåãó-
ëèðîâàòü òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ, ñîäåðæàùèõ â ðåãóëÿòîð-
íîì ðàéîíå òðèïëåòíûå ïîâòîðû (GCC)n ãäå ï = 3 – 9.
Âûñîêàÿ àôôèííîñòü ñâÿçûâàíèÿ ZF5 c ôðàãìåíòîì ïðî-
ìîòîðà rpL32 ìîæåò áûòü îáúÿñíåíà âêëþ÷åíèåì â ñî-
ñòàâ ïðîìîòîðà ïî ñîñåäñòâó ñ òðèïëåòíûìè ïîâòîðàìè
äîñòàòî÷íî âûðàæåííîé «êîíñåíñóñíîé» äëÿ ZF5 íóê-
ëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 5�-GCGCGC-3�, c âûñîêîé
÷àñòîòîé âñòðå÷àþùåéñÿ â ïðîìîòîðíûõ ðàéîíàõ ðàçëè-
÷åíèÿ ãåíîâ ÷åëîâåêà (îêîëî 60 %) (Bajic et al., 2004).
Ïðîòÿæåííûå òàíäåìíûå òðèïëåòíûå ðàéîíû (GCC)n,
ãäå n-30—50, â ðÿäå õðîìîñîì ÷åëîâåêà ñïîñîáíû óâåëè-
÷èâàòüñÿ ïî ÷èñëó òðèïëåòîâ ïðè «äèíàìè÷åñêèõ ìóòà-
öèÿõ», ÷òî ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ òÿæåëûõ çàáîëåâàíèé
(íàïðèìåð, ñèíäðîì õðóïêîñòè Õ-õðîìîñîìû) (Mangel
et al., 1998). Âûÿâëåíèå è õàðàêòåðèñòèêà áåëêîâ, âçàè-

ìîäåéñòâóþùèõ ñ òðèïëåòíûìè ïîâòîðàìè (GCC)n, ïî-
ìîãóò ïðîëèòü ñâåò íà ìåõàíèçìû âîçíèêíîâåíèÿ òàêèõ
ìóòàöèé è óêàçàòü ïóòè èõ ïðåäóïðåæäåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04—04-48691).
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TRANSCRIPTION FACTOR ZF5 REGULATES EXPRESSION OF MAMMALIAN GENE

CONTAINING GCC-TRIPLET REPEATS IN 5�-REGULATORY REGION

IN HUMAN HEPATOMA HepG2 CELLS
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Some nuclear proteins of human HeLa and HepG2 cells are capable of binding to GCC-triplet repeats —
(GCC)n > 3 in 5�-regulatory regions of a number of mammalian genes — GCC-elements. According to our pre-
vious data, nucleotide sequence (GCC)4 in promoter of mouse ribosomal protein L32 gene (rpL32) between 17
and 6 bp upstream of transcription start site interacts to nuclear proteins from HepG2 cells, and may be conside-
red as a GCC-element. We suggest that one of those proteins, with molecular weight about 52 kDa, which may
interact with rpL32 GCC-element, is a known conservative mammalian transcription factor ZF5. DNA-binding
domain of ZF5 contains a few Kruppel-like Zn-fingers (Cys2His2-type) interacting with the GC-rich nucleotide
sequences in 5�-regulatory regions of a number of mammalian genes. Our results (obtained by EMSA) showed
that recombinant GST-ZF5 fused protein containing ZF5 DNA-binding domain specifically binds a few GS-rich
sequences: (GCC)9-triplet repeats, 5�-GCGCGC-3� (known ZF5 consensus binding site) and (more preferable)
the fragment (–24 … +11 bp) of rpL32 promoter. The high affinity of ZF5 DNA-domain binding with the latter
may be explained by the presence in this fragment of two overlapped subsequences, each being capable of bin-
ding to ZF5: (GCC)4 and 5�-GCGCGC- 3�. Zf5 cDNA was cloned from HepG2 cells by RT-PCR method, and
then used for construction of the gene expression vector. It has been shown that Zf5 cDNA expression vector
specifically down-regulates (in luciferase assays) the activity of rpL32 promoter (–155 … +159) including the
above mentioned GÑ-rich subsequences by cotransfection of HepG2 cells. Therefore, our results enable us to
consider GCC-elements as a novel class of ZF5 targets in 5�-regulatory regions of mammalian genes.

K e y w o r d s: nuclear proteins of cultured human tumor cells, GCC-triplet repeats, ZF5 transcription fac-
tor; GS-rich nucleotide sequences in 5�-regulatory regions of mammalian genes.
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