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Ðàçëè÷íûå ôðàãìåíòû ïðîìîòîðîâ ãåíîâ äåçîêñèðèáîíóêëåàçû II (DNAse II) è ëèãàíäà öèêëîôèëè-
íà, ìîäóëèðóþùåãî êàëüöèåâûé îòâåò (CAML), ñîäåðæàùèõ â ñâîåì ñîñòàâå Alu-ïîâòîðû, áûëè êëîíè-
ðîâàíû â ýêñïðåññèîííûå ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå ãåí ëþöèôåðàçû. Ïîëó÷åííûå êîíñòðóêöèè ââîäèëè â
êëåòêè ëèíèé A549 è HEK293. Ïîñëå âðåìåííîé òðàíñôåêöèè êëåòêè ëèçèðîâàëè è ïðîâîäèëè èçìåðå-
íèÿ ëþöèôåðàçíîé àêòèâíîñòè ïîëó÷åííûõ ëèçàòîâ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî Alu-ïîâòîðû èç ïðîìîòîðîâ
óêàçàííûõ ãåíîâ â ñîñòàâå êîíñòðóêöèé âëèÿþò íà ýêñïðåññèþ ëþöèôåðàçû. Òàêèì îáðàçîì, êîïèè
Alu-ïîâòîðîâ, âõîäÿùèå â ñîñòàâ ïðîìîòîðíûõ öèñ-ðåãóëÿòîðíûõ ìîäóëåé ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëîê,
îáëàäàþò áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Alu-ïîâòîðû, ðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ, DNAse II, CAML.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: í. ï. — íóêëåîòèäíàÿ ïàðà, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ,
ÑÑÒÔ — ñàéò ñâÿçûâàíèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà, ÖÐÌ — öèñ-ðåãóëÿòîðíûé ìîäóëü.

Êàê èçâåñòíî, êîëè÷åñòâî ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëîê, â
ãåíîìå ÷åëîâåêà íå ïðåâûøàåò 2 %. Ïîäàâëÿþùóþ ÷àñòü
ãåíîìà ñîñòàâëÿþò íåêîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ôóíêöèè êîòîðûõ åùå ìàëî èçó÷åíû. Îäíàêî åñëè ðàíüøå
ýòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòíîñèëè ê «ýãîèñòè÷åñêîé
ÄÍÊ», òî â ïîñëåäíèå ãîäû ïîÿâëÿåòñÿ âñå áîëüøå äàí-
íûõ, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î òîì, ÷òî òå èëè èíûå íåêîäè-
ðóþùèå ýëåìåíòû ãåíîìà âûïîëíÿþò âàæíûå ôóíêöèè, â
÷àñòíîñòè ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ (Ma-
kalowski, 2003; Slotkin, Martienssen, 2007).

Îáúåêòîì íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿþòñÿ ðåòðîòðàíñ-
ïîçîíû Alu-ñåìåéñòâà. Îíè ïðåäñòàâëåíû â ãåíîìå ÷åëî-
âåêà ÷èñëîì êîïèé áîëåå 1.1�106. Alu-ïîâòîðû ïîÿâèëèñü
â ãåíîìå âûñøèõ ïðèìàòîâ 65 ìëí ëåò íàçàä, è ïðåäñòàâè-
òåëè ýâîëþöèîííî ìîëîäûõ ïîäñåìåéñòâ äî ñèõ ïîð ñî-
õðàíèëè ðåòðîïîçîííûé ïîòåíöèàë. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî äàííûõ, óêàçûâàþùèõ íà òî, ÷òî
Alu-ïîâòîðû ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ðåãóëÿöèè ãåííîé ýêñ-
ïðåññèè (Grover et al., 2005; Häsler, Strub, 2006).

Â 2004 ã. íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðîìîòîðû íåêîòî-
ðûõ êîäèðóþùèõ áåëîê ãåíîâ ÷åëîâåêà ñîäåðæàò â ñâîåì
ïðîêñèìàëüíîì ñåãìåíòå Alu-ïîâòîðû, ïåðåêðûâàþùèåñÿ
ñ CpG-îñòðîâêàìè è öèñ-ðåãóëÿòîðíûìè ìîäóëÿìè
(ÖÐÌ), êîòîðûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé êëàñòåðû ñàéòîâ
ñâÿçûâàíèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ (ÑÑÒÔ) (Oei et
al., 2004). Òîãäà ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî íàëè÷èå òàêèõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé â ñîñòàâå ïðîìîòîðà ãåíà, êîäèðóþùå-
ãî áåëîê, ìîæåò âëèÿòü íà ýêñïðåññèþ ýòîãî ãåíà. Â äàí-
íîé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå äîêàçàòåëü-
ñòâà íàøåé ãèïîòåçû íà ïðèìåðå ãåíîâ DNAse II è CAML
÷åëîâåêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ð å à ê ò è â û: òåð-
ìîôèëüíûå ÄÍÊ-çàâèñèìûå ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû Plati-
num®Pfx DNA Polymerase è Taq DNA Polymerase, ýíäî-
íóêëåàçû ðåñòðèêöèè BglII, XhoI, HindIII è ñîîòâåòñòâóþ-
ùèå èì áóôåðû, ëèãàçó T4 DNA Ligase, ðåàãåíò äëÿ òðàíñ-
ôåêöèè Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, ÑØÀ); íàáîð
äëÿ î÷èñòêè ïðîäóêòîâ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè
(ÏÖÐ) QIAquick PCR Purification Kit, íàáîð äëÿ âûäåëå-
íèÿ ÄÍÊ èç ãåëåé QIAquick Gel Extraction Kit, íàáîð äëÿ
âûäåëåíèÿ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ Plasmid Midi Kit (Quiagen,
Ãåðìàíèÿ); ïëàçìèäû pGL3-Basic, pGL3-Control, pRL-TK,
íàáîð äëÿ ïðîâåäåíèÿ ëþöèôåðàçíîé ðåàêöèè Dual-Luci-
ferase® Reporter Assay system (Promega, ÑØÀ); ùåëî÷-
íóþ ôîñôàòàçó Shrimp Alkaline Phosphatases (Fermentas,
Ëèòâà); ñðåäó RPMI 1640 (Áèîëîò, Ðîññèÿ); ýìáðèîíàëü-
íóþ ñûâîðîòêó òåëÿò (Gibco, BRL, ÑØÀ). Êëåòêè ëèíèé
HEK293 è A549 áûëè âçÿòû èç áàíêà êëåòî÷íûõ êóëüòóð
Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ.

Íà ïåðâîì ýòàïå ðàáîòû ï ð è ï î ì î ù è ï î ë è ì å -
ð à ç í î é ö å ï í î é ð å à ê ö è è (ÏÖÐ) áûëè àìïëèôèöèðî-
âàíû ðàçëè÷íûå ôðàãìåíòû ïðîìîòîðîâ ãåíîâ DNAse II
è CAML. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàé-
ìåðîâ áûëè ïîäîáðàíû íàìè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû
Vector NTI. Ñòðóêòóðà è òåìïåðàòóðû îòæèãà ïðàéìå-
ðîâ ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1 è 2. Äëÿ óäîáñòâà êëîíèðîâà-
íèÿ â 5�-êîíöû ïðÿìûõ ïðàéìåðîâ áûëè ââåäåíû ñàéòû
äëÿ ýíäîíóêëåàç ðåñòðèêöèè BglII (AGATCT) è XhoI
(CTCGAG), à â 5�-êîíöû îáðàòíûõ ïðàéìåðîâ — ñàéò ðå-
ñòðèêöèè äëÿ ýíäîíóêëåàçû HindIII (AAGCTT). Äëÿ áîëåå
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òî÷íîé àìïëèôèêàöèè ìû èñïîëüçîâàëè ñìåñü äâóõ ïîëè-
ìåðàç — Platinum®Pfx DNA Polymerase (0.2 åä.) è Taq
DNA Polymerase (1 åä.). Êîíöåíòðàöèÿ MgCl2 â ðåàêöèîí-
íîé ñìåñè ñîñòàâëÿëà 2.5 ìÌ. Áûë èñïîëüçîâàí ñëåäóþ-
ùèé òåìïåðàòóðíûé ðåæèì: 94 °Ñ — 5 ìèí, (94 °Ñ —
30 ñ, Tîòæ °Ñ — 45 ñ, 72 °Ñ — 45 ñ)�32, 72 °Ñ — 7 ìèí.
Â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëüçîâàëè ãåíîìíóþ ÄÍÊ, âûäå-
ëåííóþ ôåíîëüíî-õëîðîôîðìíûì ìåòîäîì èç êðîâè àâòî-
ðà. Äëÿ âåðèôèêàöèè ïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèè ïðîâîäè-
ëè ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç. Ïî îêîí÷àíèè ÏÖÐ ïðîäóêòû
î÷èùàëè îò èçëèøêîì ïðàéìåðîâ, dNTPs è ïîëèìåðàçû
ïðè ïîìîùè QIAquick PCR Purification Kit.

Ð å ñ ò ð è ê ö è ÿ â ñ ò à â ê è è ï ë à ç ì è ä û p G L 3 - B a-
s i c. Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü ñîäåðæàëà ïî 10 åä. ðåñòðèêòàç
XhoI è HindIII èëè ðåñòðèêòàç XhoI è BglII. Â êà÷åñòâå áó-
ôåðà èñïîëüçîâàëè REact® 2 Buffer. Ñìåñü èíêóáèðîâàëè

ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 2.5 ÷. ×åðåç 1 ÷ ïîñëå íà÷àëà èíêóáà-
öèè â ñìåñü, ñîäåðæàùóþ ïëàçìèäó, äîáàâëÿëè 1.5 åä.
ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû Shrimp Alkaline Phosphatases.

Ïîñëå ðåñòðèêöèè ñìåñü ïîäâåðãàëè î÷èñòêå îò ôåð-
ìåíòîâ ïðè ïîìîùè QIAquick PCR Purification Kit. Ñìåñü,
ñîäåðæàùóþ âñòàâêó, ðàçäåëÿëè ïðè ïîìîùè ýëåêòðîôî-
ðåçà â 0.7%-íîì àãàðîçíîì ãåëå. Ãåëü îêðàøèâàëè áðîìè-
ñòûì ýòèäèåì. Â óëüòðàôèîëåòîâîì ñâåòå òðàíñèëëþìè-
íàòîðà èç ãåëÿ âûðåçàëè êóñî÷êè, ñîäåðæàùèå ÄÍÊ âñòà-
âîê, êîòîðóþ âûäåëÿëè èç ãåëÿ ïðè ïîìîùè QIAquick Gel
Extraction Kit.

Ë è ã è ð î â à í è å â å ê ò î ð à è â ñ ò à â ê è ïðîâîäèëè â
áóôåðå DNA Ligase Reaction Buffer ïðè ïîìîùè ÄÍÊ-ëè-
ãàçû ôàãà Ò4. Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü îáúåìîì 20 ìêë ñîäåð-
æàëà 0.1 åä. ëèãàçû è 200—500 íã ÄÍÊ. Ñîîòíîøåíèå
âñòàâêè è âåêòîðà ñîñòàâëÿëî 3 : 1. Ñìåñü èíêóáèðîâàëè
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Ò à á ë è ö à 1

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòîâ
ïðîìîòîðîâ ãåíîâ DNAse II è CAML

Íàçâàíèå ïðàéìåðà Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðàà

DNAluF 5’-agatctcgaGGGTGGCGTGGATTACATGC-3’

DNAluF2 5’-agatctcgaGGGAAGATACACTGGAACACAAATG-3’

DNF 5’-agatctcgaGGGTCAGACAGAAGAGCG-3’

DNAluR 5’-cgacaagcttAGCAGCAGCGGGATCATAGC-3’

DNR 5’-gcccaagctTGCGCACTCACCAGTCTACAGG-3’

CaMAluF2 5’-agatctcgAGCATGCGAGGTGGTCATGAAC-3’

CaMDF 5’-agatctcgagTGCCATCCCTTTCCCACTCC-3’

CaMF 5’-agatctcgagTCCGAGTGAACAGCAGAGGG-3’

CaMAluR 5’-agcgaagcttATCGACTCCATCCTCCCGTC-3’

CaMR 5’-cgagaagcttAGCAGCTTTCTCCGACGCAG-3’

à Ïðîïèñíûìè áóêâàìè âûäåëåíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîìïëåìåíòàðíûå ôðàãìåíòàì ïðîìî-
òîðîâ.

Ò à á ë è ö à 2

Òåìïåðàòóðà îòæèãà (T) ïàð ïðàéìåðîâ, èñïîëüçóåìûõ â ÏÖÐ, è ïðîäóêòû àìïëèôèêàöèè

Íîìåð
ïàðû ïðàé-

ìåðîâà
Ïàðà ïðàéìåðîâ T, °C

Àìïëèôèöèðóåìûé
ôðàãìåíò

Äëèíà, í.ï.

1 DNAluF—DNAluR 57 –926/+163 1089

2 DNAluF2—DNAluR 56 –603/+163 766

3 DNF—DNAluR 55 –161/+163 324

4 DNAluF—DNR 58 –926/+243 1169

5 DNAluF2—DNR 56 –603/+243 846

6 DNF—DNR 53 –161/+243 404

7 CaMAluF2—CaMAluR 55 –908/+116 1024

8 CaMDF—CaMAluR 56 –549/+116 665

9 CaMF—CaMAluR 55 –178/+116 294

10 CaMAluF2—CaMR 57 –908/+215 1123

11 CaMDF—CaMR 62 –549/+215 764

12 CaMF—CaMR 62 –178/+215 393

à Ïàðû ïðàéìåðîâ ¹ 1—6 èñïîëüçóþòñÿ äëÿ àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòîâ ïðîìîòîðà ãåíà DNAse II, ¹ 7—12 —
CAML. Ïîëîæåíèå àìïëèôèöèðóåìîãî ôðàãìåíòà óêàçàíî îòíîñèòåëüíî òî÷êè èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè.



12—16 ÷ ïðè 14 °Ñ. Ïî îêîí÷àíèè ðåàêöèè ëèãàçó èíàêòè-
âèðîâàëè íàãðåâàíèåì ïðè 70 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí.

Ò ð à í ñ ô î ð ì à ö è þ áàêòåðèàëüíîãî øòàììà E. coli
DH5á ïðîäóêòàìè ëèãàçíîé ðåàêöèè ïðîâîäèëè ïî ìåòî-
äó Ìàíäåëà è Õèãè (Mandel, Higa, 1970) ñ ïðèìåíåíèåì
õëîðèñòîãî êàëüöèÿ. Êëåòêè âûñåâàëè íà àãàðèçîâàííóþ
ñðåäó SOB, ñîäåðæàùóþ àìïèöèëëèí â êîíöåíòðàöèè
50 ìêã/ìë.

Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ èç 10—15 êîëîíèé, âûðîñøèõ ïî-
ñëå òðàíñôîðìàöèè, âûäåëÿëè ìåòîäîì ùåëî÷íîãî ëèçèñà
(Birnboim, Doly, 1979). Æåëàåìûå êîíñòðóêöèè îòáèðàëè
ìåòîäîì ðåñòðèêöèîííîãî àíàëèçà. Ïðè ïîìîùè Plasmid
Midi Kit âûäåëÿëè ïðåïàðàòèâíîå êîëè÷åñòâî ïëàçìèäíîé
ÄÍÊ äëÿ äàëüíåéøåé òðàíñôåêöèè.

Ò ð à í ñ ô å ê ö è ÿ è ï ð è ã î ò î â ë å í è å ê ë å ò î ÷ í û õ
ë è ç à ò î â. Êëåòêè êàðöèíîìû ëåãêîãî ÷åëîâåêà ëèíèé
A549 è êëåòêè ïî÷êè ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà ëèíèè HEK293
êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå RPMI 1640, ñîäåðæàùåé 10 % ýì-
áðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè òåëÿò, 1 ìÌ L-ãëóòàìèíà,
100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà. Çà
1 ñóò äî òðàíñôåêöèè â íåîáõîäèìîå ÷èñëî ëóíîê 24-ëó-
íî÷íîãî ïëàíøåòà â 500 ìêë ñðåäû, íå ñîäåðæàùåé àíòè-
áèîòèêîâ, âûñåâàëè ïî 105 êëåòîê. Íà ñëåäóþùèå ñóòêè

ïðè ïîìîùè ðåàãåíòà Lipofectamine™ 2000 â ñîîòâåòñòâèè
ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ ïðîâîäèëè êîò-
ðàíñôåêöèþ 0.5 ìêã êîíñòðóêöèè è 5 íã ïëàçìèäû
pRL-TK. ×åðåç 1 ñóò ïîñëå òðàíñôåêöèè êëåòêè ëèçèðîâà-
ëè ïðè ïîìîùè áóôåðà Passive Lysis Buffer. Àêòèâíîñòü
ëþöèôåðàç Photinus pyralis è Renilla reniformis èçìåðÿëè
ðó÷íûì ëþìèíîìåòðîì TD 20/20 DLReady™ Luminometer
(Turner BioSystems) ïðè ïîìîùè Dual-Luciferase® Reporter
Assay system â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèÿìè èçãîòîâèòåëÿ.
Âåêòîðû pGL3-Basic è pGL3-Control èñïîëüçîâàëè êàê îò-
ðèöàòåëüíûé è ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëè ñîîòâåòñòâåííî.
Òðàíñôåêöèþ è èçìåðåíèÿ àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû â ëèçà-
òàõ ïðîâîäèëè òðèæäû â äâîéíîé ïîâòîðíîñòè.

Ðåçóëüòàòû

Ñòðîåíèå ïðîìîòîðîâ ãåíîâ DNAse II è CAML, à òàê-
æå ñõåìà ðàñïîëîæåíèÿ îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ,
èñïîëüçóåìûõ â ÏÖÐ, ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1.

Êàðòà âåêòîðà pGL3-Basic, íà îñíîâå êîòîðîãî áûëè
ñîçäàíû âñå êîíñòðóêöèè, ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 2. Êëîíè-
ðîâàíèå ïðîäóêòîâ ÏÖÐ ïðîâîäèëè â ïîëèëèíêåð ïëàçìè-
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ñòðîåíèÿ ïðîìîòîðîâ ãåíîâ CAML (à) è DNAse (á) è ðàñïîëîæåíèÿ îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ, èñïîëüçóåìûõ â
ÏÖÐ.

Sp1, YY1 è ER — ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ Sp1, YY1 è ERá ñîîòâåòñòâåííî; ÖÐÌ — öèñ-ðåãóëÿòîðíûé ìîäóëü; CaMAluF2,
CaMDF, CaMF, CaMAluR, CaMR, DNAluF, DNAluF2, DNF, DNAluR è DNR — îëèãîíyêëåîòèäíûå ïðàéìåðû; CpG — CpG-îñòðîâêè; AluSg, AluJb è
AluSq — Alu-ïîâòîðû ðàçëè÷íûõ ïîäñåìåéñòâ. Íîëü íà îñè ñîîòâåòñòâóåò òî÷êå èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè; çâåçäî÷êàìè îòìå÷åíû ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ

Sp1, ôóíêöèîíàëüíàÿ çíà÷èìîñòü êîòîðûõ áûëà äîêàçàíà ýêñïåðèìåíòàëüíî (Chou et al., 2003).



äû ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè äëÿ ýíäîíóêëåàç XhoI è HindIII.
Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâèëè äâå êîíñòðóêöèè: ïðîäóêòû ÏÖÐ
ñ ïàðàìè ïðàéìåòðîâ CaMAluF2/CaMR è CaMAluF2/
CaMAluR, êîòîðûå áûëè êëîíèðîâàíû ïî ñàéòàì BglII
è HindIII. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî äàííûå ôðàãìåíòû ñî-
äåðæàò âíóòðåííèé ñàéò äëÿ ýíäîíóêëåàçû ðåñòðèêöèè
XhoI.

Äëÿ âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ ýôôåêòèâíîñòè òðàíñôåê-
öèè êëåòîê ìû ïðîâîäèëè êîòðàíñôåêöèþ ïîëó÷åííûõ
êîíñòðóêöèé ñ âåêòîðîì pRL-TK, êîòîðûé ñîäåðæèò ãåí
ëþöèôåðàçû Renilla reniformis. Ñóáñòðàòîì äëÿ õåìèëþ-
ìèíåñöåíòíîé ðåàêöèè, êàòàëèçèðóåìîé ýòèì ôåðìåíòîì,
ÿâëÿåòñÿ öåëåíòåðàçèí, à íå ëþöèôåðèí, êàê â ñëó÷àå ðå-
àêöèè, êàòàëèçèðóåìîé ëþöèôåðàçîé Photinus pyralis. Ïå-
ðåä âûïîëíåíèåì ýêñïåðèìåíòîâ ìû îïòèìèçèðîâàëè ñî-
îòíîøåíèå èñïîëüçóåìûõ äëÿ êîòðàíñôåêöèè âåêòîðîâ,
äëÿ òîãî ÷òîáû èçáåæàòü âîçìîæíûõ òðàíñ-ýôôåêòîâ
ìåæäó ïðîìîòîðàìè. Ìû ïðèøëè ê âûâîäó, ÷òî îïòèìà-
ëüíûì ÿâëÿåòñÿ ñîîòíîøåíèå 100 : 1 (êîíñòðóêöèÿ:
pRL-TK).

Âåêòîð pGL3-Control, èñïîëüçóåìûé â êà÷åñòâå ïî-
ëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ, îòëè÷àåòñÿ îò âåêòîðà pGL3-Basic
òåì, ÷òî ïåðåä ãåíîì ëþöèôåðàçû â íåãî âñòðîåí ïðîìî-
òîð âèðóñà SV40 îáåçüÿí, à ïîñëå ãåíà — åãî ýíõàíñåð.

Ðåçóëüòàòû èçìåðåíèÿ àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû â ëè-
çàòàõ êëåòîê ëèíèé A549 è HEK293, òðàíñôèöèðîâàííûõ
ðàçëè÷íûìè êîíñòðóêöèÿìè, ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 3. Îò-
íîñèòåëüíàÿ ëþöèôåðàçíàÿ àêòèâíîñòü äëÿ ïîëîæèòåëü-
íîãî è îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëåé ñîñòàâèëà ñîîòâåòñò-
âåííî 2.0 ± 0.1 è 415 ± 25 (äëÿ êëåòîê ëèíèè A549) èëè
2.6 ± 0.7 è 3272 ± 170 (äëÿ êëåòîê ëèíèè HEK293). Íåîá-
õîäèìî îòìåòèòü, ÷òî êëåòêè ëèíèè HEK293 òðàíñôèöè-
ðîâàëè òîëüêî êîíñòðóêöèÿìè –908/+116, –549/+116 è
–178/+116 (CAML) è –926/+243, –603/+243 è –116/+243
(DNAse II). Âûáîð äàííûõ êîíñòðóêöèé áûë îáóñëîâëåí
ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè ïðè èçìåðåíèè àêòèâíîñòè

ëþöèôåðàçû â ëèçàòàõ òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòîê ëèíèè
A549.

Äëÿ êîíñòðóêöèé ñ ôðàãìåíòàìè ïðîìîòîðà ãåíà
CAML (ðèñ. 3, à) ñàìàÿ âûñîêàÿ àêòèâíîñòü (äëÿ îáåèõ êëå-
òî÷íûõ ëèíèé) ñîîòâåòñòâîâàëà êîíñòðóêöèè –178/+116,
êîòîðàÿ íå ñîäåðæàëà â ñâîåì ñîñòàâå Alu. Àêòèâíîñòü
ëþöèôåðàçû â ëèçàòàõ êëåòîê, òðàíñôèöèðîâàííûõ êîí-
ñòðóêöèåé –549/+116, áûëà íà 32 (ëèíèÿ A549) è 23 (ëè-
íèÿ HEK293) % íèæå. Ýòà êîíñòðóêöèÿ âêëþ÷àåò â ñåáÿ
ôðàãìåíò ïðîìîòîðà, ñîäåðæàùèé ïîâòîð AluSg.

Àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû, ñîîòâåòñòâóþùàÿ êîíñòðóê-
öèè –908/+116, äîñòîâåðíî íå îòëè÷àëàñü îò àêòèâíîñòè,
ñîîòâåòñòâóþùåé êîíñòðóêöèè –549/+116, â êëåòêàõ ëè-
íèè A549, íî îòëè÷àëàñü îò òàêîâîé â êëåòêàõ ëèíèè
HEK293.

Êîíñòðóêöèè –908/+215, –549/+215 è –178/+215 ïðè
òðàíñôåêöèè â êëåòêè ëèíèè A549 ïîêàçàëè àêòèâíîñòü
íà ïîðÿäîê ìåíüøóþ, ÷åì êîíñòðóêöèè –178/+116,
–549/+116 è –908/+116 (íå ïîêàçàíî). Ïðè ýòîì àêòèâíî-
ñòè, ñîîòâåòñòâóþùèå ýòèì êîíñòðóêöèÿì, äîñòîâåðíî íå
îòëè÷àëèñü äðóã îò äðóãà.

Äëÿ êîíñòðóêöèé ñ ôðàãìåíòàìè ïðîìîòîðà ãåíà
DNAse II (ðèñ. 3, á) ñàìàÿ âûñîêàÿ àêòèâíîñòü (äëÿ îáåèõ
êëåòî÷íûõ ëèíèé) òàêæå ñîîòâåòñòâîâàëà êîíñòðóêöèè,
íå ñîäåðæàùåé â ñâîåì ñîñòàâå Alu (–161/+243). Àêòèâ-
íîñòü ëþöèôåðàçû â êëåòêàõ, òðàíñôèöèðîâàííûõ êîíñò-
ðóêöèåé –603/+243, ñîäåðæàùåé AluSq-ïîâòîð, áûëà íà
32 (ëèíèÿ A549) è 60 (ëèíèÿ HEK293) % íèæå. Ëþöèôå-
ðàçíàÿ àêòèâíîñòü â ëèçàòàõ êëåòîê, òðàíñôèöèðîâàííûõ
êîíñòðóêöèåé –926/+243, ñîäåðæàùåé ïîâòîðû AluJb è
AluSq, áûëà òàêæå íèæå, íî âñåãî íà 13 (ëèíèÿ A549) è 32
(ëèíèÿ HEK293) %.

Ïîñëå òðàíñôåêöèè â êëåòêè A549 êîíñòðóêöèè
–926/+163, –603/+163 è –161/+163 ïîêàçàëè àêòèâíîñòè
ëþöèôåðàçû òîãî æå ïîðÿäêà, ÷òî è äðóãèå êîíñòðóêöèè ñ
ôðàãìåíòàìè ïðîìîòîðà ãåíà DNAse II. Ýòè àêòèâíîñòè íå

252 Í. Ì. Óñìàíîâà, Â. È. Êàçàêîâ, Í. Â. Òîìèëèí

Ðèñ. 2. Êàðòà âåêòîðà pGL3-Basic, èñïîëüçóåìîãî äëÿ ñîçäàíèÿ êîíñòðóêöèé.

Æèðíûì øðèôòîì â ïîëèëèíêåðå âûäåëåíû ñàéòû ðåñòðèêöèè äëÿ ýíäîíóêëåàç, ïî êîòîðûì ïðîâîäèëè êëîíèðîâàíèå ôðàãìåíòîâ ïðîìîòîðîâ. Ãåí
ëþöèôåðàçû (luc+) íàõîäèòñÿ â ïîëîæåíèè 88—1740 ï. í. âåêòîðà. Ampr — ãåí óñòîé÷èâîñòè ê àìïèöèëëèíó. Áîëåå ïîäðîáíûå ïîÿñíåíèÿ äîñòóïíû

íà ñåðâåðå www.promega.com.



îòëè÷àëèñü äðóã îò äðóãà, íî äîñòîâåðíî îòëè÷àëèñü îò
àêòèâíîñòè, ñîîòâåòñòâóþùåé êîíñòðóêöèè –161/+243 (íå
ïîêàçàíî).

Îáñóæäåíèå

Åùå â 1990 ã. íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íåáîëüøîé
ôðàãìåíò Alu-ïîâòîðà, ñîäåðæàùèé êîíñåðâàòèâíûé ìî-
òèâ GGAGGC, ïðè êëîíèðîâàíèè â îáëàñòü ýêñïðåññèîí-
íîé ïëàçìèäû, íàõîäÿùóþñÿ íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ýí-
õàíñåðîì, âëèÿë íà ýêñïðåññèþ ãåíà-ðåïîðòåðà (Tomilin et
al., 1990). Òàê âîçíèêëè ïåðâûå ïðåäïîëîæåíèÿ î òîì, ÷òî
Alu-ïîâòîðû ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ.
Ñ òå÷åíèåì âðåìåíè ïîÿâèëèñü è íåêîòîðûå äðóãèå äîêà-
çàòåëüñòâà. Ê 2006 ã. áûëî ïîêàçàíî íàëè÷èå â êîíñåíñóñ-
íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ Alu-ïîâòîðîâ ñàéòîâ ñâÿçûâà-
íèÿ ïðèáëèçèòåëüíî äëÿ 20 òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ;
ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü áîëüøèíñòâà èç ýòèõ ñàéòîâ
áûëà ïîêàçàíà ýêñïåðèìåíòàëüíî (Polak, Domany, 2006).
Áîëåå òîãî, íåïîñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå Alu-ïîâòîðîâ â ðå-
ãóëÿöèè ýêñïðåññèè ïîêàçàíî äëÿ øåñòè ãåíîâ, ñâÿçàííûõ ñ
äèôôåðåíöèðîâêîé è ðàçâèòèåì: äëÿ ãåíîâ PTH, FcåRI-ã,
CD8á, CHRNA3, BRCA-1 è PLOD-1 (Hamdi et al., 2000).
Óêàçàííûå Alu-ïîâòîðû áûëè îáíàðóæåíû ñëó÷àéíî ïðè
èññëåäîâàíèè ïðîìîòîðîâ âûøåïåðå÷èñëåííûõ ãåíîâ.

Â 2004 ã. íàìè áûë ïðåäëîæåí ïðèíöèï îáíàðóæåíèÿ
ôóíêöèîíàëüíûõ Alu-ïîâòîðîâ. Îí áûë îñíîâàí íà òîì,
÷òî íàëè÷èå â ïðîìîòîðàõ ãåíîâ CpG-îñòðîâêîâ è ÖÐÌ, à
íå åäèíè÷íûõ ÑÑÒÔ, ïåðåêðûâàþùèõñÿ ñ Alu-ïîâòîðîì,
çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåò âåðîÿòíîñòü òîãî, ÷òî äàííûé Alu

âûïîëíÿåò ðåãóëÿòîðíóþ ðîëü. Äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî
ïîäòâåðæäåíèÿ ýòîé ãèïîòåçû íàìè áûëè âûáðàíû äâà
ãåíà — CAML è DNAse II. Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, îáà ãåíà
ñîäåðæàò â ïðîêñèìàëüíîì ñåãìåíòå ïðîìîòîðà (â ðàéîíå
îò –500 äî +100 îòíîñèòåëüíî òî÷êè èíèöèàöèè òðàíñ-
êðèïöèè) Alu-ïîâòîðû, ïåðåêðûâàþùèåñÿ ñ CpG-îñòðîâ-
êàìè è ÖÐÌ, ïðåäñòàâëÿþùèì ñîáîé êëàñòåð ÑÑÒÔ YY1,
Sp1 è ERá. Ïîìèìî ýòîãî, â äèñòàëüíîì ñåãìåíòå ãåíà
DNAse II èìååòñÿ AluJb-ïîâòîð. Íåîáõîäèìî çàìåòèòü,
÷òî ñîäåðæàíèå Alu-ïîâòîðîâ â ïðîêñèìàëüíûõ ñåãìåí-
òàõ ïðîìîòîðà ïðèìåðíî íà 10 % íèæå, ÷åì â îñòàëüíîì
ãåíîìå. Ýòî îáúÿñíÿþò òåì, ÷òî äàííûå ðàéîíû îáîãàùå-
íû ñàéòàìè ñâÿçûâàíèÿ äëÿ ôàêòîðîâ èíèöèàöèè òðàíñ-
êðèïöèè è Alu-ïîâòîðû, íàõîäÿùèåñÿ â äàííûõ ðàéîíàõ,
ïîäâåðæåíû íåãàòèâíîé ñåëåêöèè (Oei et al., 2004; Polak,
Domany, 2006). Ýòîò ôàêò åùå áîëüøå äîêàçûâàåò ôóíê-
öèîíàëüíóþ çíà÷èìîñòü òåõ Alu-ïîâòîðîâ, èíñåðöèÿ êî-
òîðûõ ïðîèçîøëà â ïðîêñèìàëüíûé ôðàãìåíò ïðîìîòîðà.
Íàøè èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî èíñåðöèÿ Alu-ïîâòîðîâ
â ïðîìîòîðû ãåíîâ CAML è DNAse II ïðîèçîøëà äî äè-
âåðãåíöèè àðõàíòðîïîâ è âûñøèõ îáåçüÿí, òàê êàê îíè ñî-
äåðæàòñÿ â ãîìîëîãè÷íûõ ëîêóñàõ øèìïàíçå (Pan troglo-
dytes) è ìàêàêè-ðåçóñ (Macaca mulatta).

Èññëåäîâàíèÿ ïðîìîòîðà ãåíà CAML ïîêàçàëè, ÷òî
AluSb-ïîâòîð, íàõîäÿùèéñÿ â ðàéîíå –526/–271, îñëàáëÿ-
åò ýêñïðåññèþ ãåíà êàê â êëåòêàõ ëèíèè A549, òàê è â
êëåòêàõ ëèíèè HEK293. Êîíñòðóêöèè –908/+215,
–549/+215 è –178/+215 äëÿ êëåòîê ëèíèè A549 ïîêàçàëè
àêòèâíîñòü íà ïîðÿäîê ìåíüøóþ, ÷åì êîíñòðóêöèè
–178/+116, –549/+116 è –908/+116. Ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçà-
íî ñ òåì, ÷òî íà ó÷àñòêå +116/+215 ðàñïîëîæåíû äâà
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Ðèñ. 3. Ðåçóëüòàòû èçìåðåíèÿ àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû â ëèçàòàõ êëåòîê ëèíèé A549 è HEK293, òðàíñôèöèðîâàííûõ êîíñòðóêöèÿ-
ìè, ñîäåðæàùèìè ðàçëè÷íûå ôðàãìåíòû ïðîìîòîðîâ ãåíîâ CAML (à) è DNAse (á).

Çàøòðèõîâàííûå ñòîëáèêè — ðåçóëüòàòû äëÿ êëåòîê ëèíèè HEK293, ñâåòëûå — äëÿ êëåòîê ëèíèè A549. Îòíîñèòåëüíàÿ ëþöèôåðàçíàÿ àêòèâ-
íîñòü — îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé ëþìèíåñöåíöèè ïðè äâóõ ëþöèôåðàçíûõ ðåàêöèÿõ — ñ ó÷àñòèåì ëþöèôåðàçû Photinus pyralis è ñ ó÷àñòèåì ëþ-

öèôåðàçû Renilla reniformis.



ÑÑÒÔ Sp1 èëè æå ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ äðóãèõ òðàíñêðèïöè-
îííûõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå ìû íå ðàññìàòðèâàëè â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå.

Èññëåäîâàíèÿ ïðîìîòîðà ãåíà DNAse II ïîêàçàëè, ÷òî
AluSb-ïîâòîð, íàõîäÿùèéñÿ â ïðîêñèìàëüíîì ñåãìåíòå,
îñëàáëÿåò, à ïîâòîð AluJb, ëîêàëèçîâàííûé â äèñòàëüíîì
ñåãìåíòå, óñèëèâàåò ýêñïðåññèþ ãåíà. Ñ AluJb-ïîâòîðîì
ïåðåêðûâàþòñÿ äâà ÑÑÒÔ ERá. Âîçìîæíîñòü ôóíêöèîíè-
ðîâàíèÿ Alu-ïîâòîðà êàê ER-çàâèñèìîãî òðàíñêðèïöèîí-
íîãî ýíõàíñåðà áûëà ïîêàçàíà íà ïðèìåðå ãåíà BRCA-1
(Norris et al., 1995).

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ îñòðîé ìèåëîèä-
íîé ëåéêåìèè (ëèíèÿ HL-60) íàèáîëüøàÿ àêòèâíîñòü ñî-
îòâåòñòâîâàëà ôðàãìåíòó ïðîìîòîðà –174/+147 (Chou et
al., 2003). Ýòèìè æå àâòîðàìè áûëà äîêàçàíà ôóíêöèî-
íàëüíàÿ àêòèâíîñòü òðåõ ÑÑÒÔ Sp1, îòìå÷åííûõ íà ðèñ. 1
çâåçäî÷êàìè. Äðóãîé ãðóïïîé èññëåäîâàòåëåé áûëà ïîêà-
çàíà ìàêñèìàëüíàÿ àêòèâíîñòü ôðàãìåíòà ïðîìîòîðà
–196/+147 â êëåòêàõ ãåïàòîìû (ëèíèÿ HepG2) è ðàêà ùè-
òîâèäíîé æåëåçû (ëèíèÿ TCO-1) (Yasuda et al., 2000). Ïî
ðåçóëüòàòàì, ïîëó÷åííûì ýòèìè àâòîðàìè, íè÷åãî íåëüçÿ
ñêàçàòü î ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè Alu-ïîâòîðîâ, âõî-
äÿùèõ â ñîñòàâ ïðîìîòîðà ãåíà. Íàøè ðåçóëüòàòû ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî Alu-ïîâòîðû â ñîñòàâå ïðîìîòîðîâ
ãåíîâ CAML è DNAse II îáëàäàþò àíàëîãè÷íîé àêòèâíî-
ñòüþ â êëåòêàõ ëèíèé A549 è HEK293. Â ëèòåðàòóðíûõ
èñòî÷íèêàõ âñòðå÷àåòñÿ ïðèìåð, ïîäòâåðæäàþùèé òîò
ôàêò, ÷òî îäèí è òîò æå Alu-ïîâòîð â çàâèñèìîñòè îò òèïà
òêàíåé ìîæåò èãðàòü ðîëü êàê ýíõàíñåðà, òàê è ñàéëåíñå-
ðà. Öèñ-ðåãóëÿòîðíûé ýëåìåíò, íàõîäÿùèéñÿ â ïîëîæå-
íèè –365/–264 ïðîìîòîðà ãåíà ã-öåïè ðåöåïòîðà äëÿ IgE
(FcåRI-ã), âõîäèò â ñîñòàâ Alu-ïîâòîðà. Â áàçîôèëàõ îí
âûïîëíÿåò ðîëü ñàéëåíñåðà, â òî âðåìÿ êàê â Ò-ëèìôîöè-
òàõ îí ÿâëÿåòñÿ ýíõàíñåðîì (Brini et al., 1993). Âîçìîæíî,
â êëåòêàõ äðóãèõ òèïîâ Alu-ïîâòîðû, íàõîäÿùèåñÿ â ïðî-
ìîòîðàõ ãåíîâ CAML è DNAse II, îáëàäàþò ïðÿìî ïðîòè-
âîïîëîæíîé àêòèâíîñòüþ èëè íå èìåþò òàêîâîé âîâñå.

Äëÿ ãåíà ïàðàòèðåîèäíîãî ãîðìîíà áûëî ïîêàçàíî,
÷òî íåãàòèâíûé êàëüöèé-÷óâñòâèòåëüíûé ýëåìåíò 2-ãî òè-
ïà (nCARE2) ðàñïîëîæåí â Alu-ïîâòîðå, íàõîäÿùåìñÿ çà
3.6 êá ââåðõ ïî òå÷åíèþ îò òî÷êè èíèöèàöèè òðàíñêðèï-
öèè (Hamdi et al., 2000). Òàêèì îáðàçîì, Alu-ïîâòîðû ìî-
ãóò âûïîëíÿòü ðåãóëÿòîðíóþ ôóíêöèþ, íàõîäÿñü çà íå-
ñêîëüêî òûñÿ÷ ïàð íóêëåîòèäîâ îò òî÷êè èíèöèàöèè
òðàíñêðèïöèè. Ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû RepeatMasker
(http://www.repeatmasker.org/) íàìè áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî
îáëàñòü –5000/0 ãåíà DNAse II ñîäåðæèò åùå 3 Alu-ïîâòî-
ðà ïîìèìî òåõ, êîòîðûå óêàçàíû íà ðèñ. 1. Îáëàñòü
–5000/0 ãåíà CAML ñîäåðæèò åùå 6 ïîëíîðàçìåðíûõ è 7
÷àñòè÷íî äåëåòèðîâàííûõ Alu-ïîâòîðîâ. Âïîëíå âåðîÿò-
íî, ÷òî óêàçàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òàêæå ó÷àñòâóþò â
ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ. Ìåòîäàìè êîìïüþòåð-
íîãî àíàëèçà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ãåíû, ñâÿçàííûå ñ ìåòà-
áîëè÷åñêèìè ïðîöåññàìè, êàê ïðàâèëî, îáîãàùåíû
Alu-ïîâòîðàìè â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ñòðóêòóðíûì ãåíàì
(Polak, Domany, 2006). Áåëêè, êîäèðóåìûå ãåíàìè DNAse II
è CAML, âîâëå÷åíû âî ìíîãèå ìåòàáîëè÷åñêèå ïðîöåññû.
Òàê, äåçîêñèðèáîíóêëåàçà II âîâëå÷åíà â òàêèå ïðîöåññû,
êàê àïîïòîç è äèôôåðåíöèðîâêà ýðèòðîöèòîâ (Evans,
Aguilera, 2003; Counis, Torriglia, 2006). Ëèãàíä öèêëîôè-
ëèíà ó÷àñòâóåò â ðàííåì èììóííîì îòâåòå, êàëüöèåâîì
îòâåòå è íåêîòîðûõ äðóãèõ ñèãíàëüíûõ ïóòÿõ (Tovey et
al., 2000; Tran et al., 2003, 2005). Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò âûäâèíóòóþ íàìè ðàíåå
ãèïîòåçó î ôóíêöèîíèðîâàíèè Alu-ïîâòîðà, ïåðåêðûâàþ-

ùåãîñÿ ñ CpG-îñòðîâêîì è ÖÐÌ, â êà÷åñòâå ðåãóëÿòîðíî-
ãî ýëåìåíòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-00311) è INTAS Genomics (ãðàíò 05-1000004-7755).
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RETROPOSONS OF ALU FAMILY FROM CIS-REGULATORY MODULES OF DNAse II

AND CAML GENES EFFECT GENE EXPRESSION IN A549 AND HEK293 CELLS

N. M. Usmanova, V. I. Kazakov, N. V. Tomilin

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg; e-mail: nmusmanova@gmail.com

Different fragments of promoters of deoxyribonuclease II (DNAse II) and calcium-modulating cyclophilin
ligand (CAML) associated with Alu family repeats have been inserted into a luciferase reporter vector. These
constructions were introduced into A549 and HEK293 cell lines and after transient transfection we lysed cells
and analysed luciferase activities in these lysates. It has been shown that Alu repeats localized in constructions
influence expression of luciferase. Therefore, Alu copies which are associated with cis-regulatory modules of
protein-coding genes have biological activity.

K e y w o r d s: Alu repeats, gene expression, DNAse II, CAML.
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