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Ï. Â. Ãóëûé, Ñ. Â. Îðëîâ è äð.
Ðîëü òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ZF5 è CGGBP-20 â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà FMR1

Ãåí FMR1 ÷åëîâåêà êîäèðóåò ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèé áåëîê, ïðèíèìàþùèé ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè òðàíñ-
ëÿöèè. 5R-ðåãóëÿòîðíàÿ îáëàñòü FMR1 ñîäåðæèò áîëüøîå êîëè÷åñòâî òàíäåìíûõ òðèíóêëåîòèäíûõ
GCC-ïîâòîðîâ (5—50), óâåëè÷åíèå ÷èñëà êîòîðûõ (áîëåå 200) îòâåòñòâåííî çà ñèíäðîì ëîìêîé X-õðî-
ìîñîìû (âðîæäåííîé àíîìàëèè ðàçâèòèÿ ÷åëîâåêà). Êàê ïðåäïîëàãàåòñÿ, ïî ìåíüøåé ìåðå äâà ôàêòîðà
òðàíñêðèïöèè ñïîñîáíû ñïåöèôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ òðèïëåòíûìè ïîâòîðàìè (GCC)n —
CGGBP-20 è ZF5. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷åíà ðîëü ýòèõ ôàêòîðîâ â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà FMR1.
Èçáèðàòåëüíîå ñâÿçûâàíèå ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà ZF5 ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ (GCC)9 ïîêàçàíî ìåòî-
äîì ãåëü-ðåòàðäàöèè. Òêàíåñïåöèôè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå áåëêà ZF5 â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ïåðå-
êðûâàåòñÿ ñ èçâåñòíûìè ðàéîíàìè ýêñïðåññèè ãåíà FMR1. Ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêîé èíòåðôåðèðóþ-
ùåé ÐÍÊ (èÐÍÊ-ZF5) ïîêàçàíî, ÷òî óãíåòåíèå àêòèâíîñòè ýêñïðåññèè ãåíà ZF5 â êëåòêàõ ãåïàòîìû ÷åëî-
âåêà HepG2 âûçûâàåò ñòèìóëÿöèþ ýêñïðåññèè ãåíà FMR1 â ýòèõ êëåòêàõ ïî ìåíüøåé ìåðå â 1.5 ðàçà. Ýòî
îáñòîÿòåëüñòâî óêàçûâàåò íà íåãàòèâíûé õàðàêòåð ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà FMR1 ôàêòîðîì òðàíñ-
êðèïöèè ZF5. 5R-ðåãóëÿòîðíàÿ îáëàñòü FMR1 ñîäåðæèò ïîìèìî GCC-ïîâòîðîâ êëàññè÷åñêèå («êàíîíè÷å-
ñêèå») ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ ZF5, ëîêàëèçîâàííûå âáëèçè òî÷åê èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè. Ñ öåëüþ âûÿñíå-
íèÿ âêëàäà òðèïëåòíûõ ïîâòîðîâ GCC â ðåãóëÿöèþ ýêñïðåññèè ãåíà FMR1 ôàêòîðàìè òðàíñêðèïöèè ZF5
è CGGBP-20 ñîçäàíû äâå ãåíåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè, ñîäåðæàùèå ðåïîðòåðíûé ãåí ëþöèôåðàçû ïîä
êîíòðîëåì êëîíèðîâàííîãî äåëåöèîííîãî âàðèàíòà 5R-ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè ãåíà FMR1 ÷åëîâåêà è îòëè-
÷àþùèåñÿ íàëè÷èåì â ýòîé îáëàñòè òðèïëåòíûõ ïîâòîðîâ (GCC)9. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî êîòðàíñôåêöèè
êëåòîê ãåïàòîìû ÷åëîâåêà HepG2 äàííûìè ãåíåòè÷åñêèìè êîíñòðóêöèÿìè ñîâìåñòíî ñ âåêòîðàìè ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ ZF5 è (èëè) CGGBP-20 óñòàíîâëåíî, ÷òî ZF5 ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü 5R-ðåãóëÿòîðíîé îáëàñ-
òè FMR1 ÷åðåç êëàññè÷åñêèå ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ. Áîëåå òîãî, ïðèñóòñòâèå GCC-ïîâòîðîâ îñëàáëÿåò ïîäàâ-
ëÿþùèé ýôôåêò ZF5 íà àêòèâíîñòü 5R-ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè FMR1. CGGBP-20 ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü
5R-ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè FMR1 òîëüêî â ïðèñóòñòâèè òðèïëåòíûõ ïîâòîðîâ GCC. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î ðàçíîíàïðàâëåííîì äåéñòâèè ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè ZF5 íà ãåí FMR1, ÷òî ìîæåò
îáúÿñíÿòü ïîêàçàííîå ðàíåå ïîâûøåíèå óðîâíÿ èÐÍÊ FMR1 ó íîñèòåëåé ïðåìóòàíòíûõ àëëåëåé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: GCC-òðèïëåòíûå ïîâòîðû, ñèíäðîì ëîìêîé Õ-õðîìîñîìû, ðåãóëÿöèÿ òðàíñ-
êðèïöèè ãåíà FMR1, ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè ZF5, CGGBP-20.

Àâòîíîìíàÿ ýêñïàíñèÿ òðèíóêëåîòèäíûõ òàíäåìíûõ
ïîâòîðîâ â ãåíîìå ÷åëîâåêà ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé ðÿäà òÿ-
æåëûõ íàñëåäñòâåííûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà (Caskey et
al., 1992; Ashley, Warren, 1995). Ó÷àñòêè ýêñïàíñèè òðèï-
ëåòíûõ ïîâòîðîâ (GCC)n âûÿâëåíû â X-õðîìîñîìå ÷åëî-
âåêà — FRAXA, FRAXE è FRAXF (Parrish et al., 1994), â
õðîìîñîìàõ 11 — FRA11B (Jones et al., 1995) è 16 —
FRA16A (Nancarrow et al., 1994). Â ëîêóñå FRAXA íåñòà-
áèëüíûå ïîâòîðû (GCC)n ðàñïîëîæåíû â 5R-íåòðàíñëèðó-
åìîì ðàéîíå ãåíà FMR1 (Fragile Mental Retardation-1),
óâåëè÷åíèå èõ ÷èñëà (äî n > 200) âûçûâàþò âðîæäåííîå
çàáîëåâàíèå, ñîïðîâîæäàþùååñÿ çàäåðæêîé óìñòâåííîãî
ðàçâèòèÿ (ñèíäðîì ëîìêîé Õ-õðîìîñîìû, èëè ñèíäðîì
Ìàðòèíà—Áåëë), ñâÿçàííîå ñ èíàêòèâàöèåé ãåíà FMR1
(Fu et al., 1991; Verkerk et al., 1991). Èíàêòèâàöèÿ ãåíà

FMR1 ïðîèñõîäèò, ïî-âèäèìîìó, â ðåçóëüòàòå ãèïåðìåòè-
ëèðîâàíèÿ óâåëè÷åííîãî ÷èñëà òðèïëåòíûõ ïîâòîðîâ
(GCC)n (Pieretti et al., 1991; Sutcliffe et al., 1992). Îïèñàíû
ñëó÷àè àêòèâíîãî ãåíà FMR1 ñ ìóòàíòíûìè (n ~ 400), íî
íå ìåòèëèðîâàííûìè GCC-ïîâòîðàìè ó ëèö, íå èìåþùèõ
êëèíè÷åñêèõ ïðîÿâëåíèé çàáîëåâàíèÿ (Smeets et al.,
1995). Ïîìèìî íîðìàëüíîãî è ìóòàíòíîãî ÷èñëà ïîâòîðîâ
(ñîîòâåòñòâåííî n < 50 è n > 200) îïèñàíû ïðîìåæóòî÷-
íûå àëëåëè ãåíà (n = 50—200), ïîëó÷èâøèå íàçâàíèå ïðå-
ìóòàíòíûõ. Íîñèòåëè òàêèõ àëëåëåé íå ñòðàäàþò ñèíäðî-
ìîì ëîìêîé X-õðîìîñîìû, íî âåðîÿòíîñòü äàëüíåéøåé
ýêñïàíñèè ïîâòîðîâ ó èõ ïîòîìêîâ çíà÷èòåëüíî âûøå
(Verkerk et al., 1991). Îòíîñèòåëüíî íåäàâíî ïîÿâèëèñü
äàííûå î ðàçâèòèè ó íîñèòåëåé ïðåìóòàíòíûõ àëëå-
ëåé FMR1 êîìïëåêñà àíîìàëèé, ïîëó÷èâøåãî íàçâàíèå
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ñèíäðîìà òðåìîðà/àòàêñèè, àññîöèèðîâàííîãî ñ Õ-õðî-
ìîñîìîé, èëè FXTAX: X-associated tremor/ataxia syndrome
(Hagerman, Hagerman, 2004). Ó òàêèõ ïàöèåíòîâ íàá-
ëþäàåòñÿ óìåðåííîå ñíèæåíèå óðîâíÿ áåëêà FMR1, ïðè
ýòîì êîëè÷åñòâî ñîîòâåòñòâóþùåé èÐÍÊ óâåëè÷åíî â íå-
ñêîëüêî ðàç. Ïîêàçàíî, ÷òî ýòî óâåëè÷åíèå îáóñëîâëåíî
èìåííî ñòèìóëÿöèåé àêòèâíîñòè ïðîìîòîðà FMR1, à íå
ïîâûøåíèåì ñòàáèëüíîñòè èÐÍÊ (Tassone et al., 2000; Be-
ilina et al., 2004). Òàêèì îáðàçîì, ýòè äàííûå ïðÿìî óêàçû-
âàþò íà ðåãóëÿòîðíûå ôóíêöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
(GCC)n.

Â 1996—1997 ãã. ãðóïïà íåìåöêèõ èññëåäîâàòåëåé
âûäåëèëà èç êëåòîê HeLa ÿäåðíûé áåëîê ìîë. ìàññîé
20 êÄà (ÑGGBP-20), ñïåöèôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâóþùèé ñ
CGG/GCC-ïîâòîðàìè ãåíà FMR1, è êëîíèðîâàëà ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü êÄÍÊ, êîäèðóþùóþ ýòîò áåëîê (Deissler et
al., 1996, 1997). Îïèñàííûå ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà
ýòîãî áåëêà ïîëíîñòüþ ïîäòâåðæäàþò íàøè áîëåå ðàííèå
äàííûå ïî îïðåäåëåíèþ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû òàê íàçûâà-
åìîãî CGG/GCÑ-ôàêòîðà â êëåòêàõ HeLa, ñïîñîáíîãî
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ CGG/GCC-òðèïëåòíûìè ïîâòîðàìè
â ðåãóëÿòîðíûõ ðàéîíàõ ðÿäà ãåíîâ (Ïåðåâîç÷èêîâ è äð.,
1994). Ïîçæå áûëà îõàðàêòåðèçîâàíà ñïîñîáíîñòü áåëêà
CGGBP-20 äåéñòâîâàòü â êà÷åñòâå òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà — ðåïðåññîðà òðàíñêðèïöèè ãåíà FMR1 (Mül-
ler-Hartmann et al., 2000). Âìåñòå ñ òåì ïîèñêè ìóòàöèé â
ãåíå CGGBP-20 ó ïàöèåíòîâ ñ ñèíäðîìîì ëîìêîé X-õðî-
ìîñîìû íå ïðèâåëè ê äîêàçàòåëüñòâó ñâÿçè ìåæäó íàëè-
÷èåì òàêîé ìóòàöèè è ðàçâèòèåì ñèíäðîìà, ÷òî, âîçìîæ-
íî, ñâèäåòåëüñòâóåò î ñóùåñòâîâàíèè äðóãèõ ôóíêöèî-
íàëüíî àêòèâíûõ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, ñïîñîáíûõ
ñòàáèëèçèðîâàòü ïðîòÿæåííûå ïîâòîðû (GCC)n ãåíà
FMR1. Èíòåðåñíî, ÷òî ïîìèìî áåëêà CGGBP-20 c
GCC-ïîâòîðàìè ìîãóò âçàèìîäåéñòâîâàòü Ku-àíòèãåí
(Uliel et al., 2000), ãåëèêàçà WRN (Fry, Loeb, 1999) è òåëî-
ìåðñâÿçûâàþùèå áåëêè (Weisman-Shomer et al., 2000).
Âìåñòå ñ òåì íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü, ÷òî ïåðå÷èñëåííûå
ôàêòîðû óçíàþò íåîáû÷íûå ñòðóêòóðû êâàäðèïëåêñíîé
ÄÍÊ, îáðàçóåìûå ïðîòÿæåííûìè GCC-ïîâòîðàìè, è íå
ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ñàéò-ñïåöèôè÷åñêèå ÄÍÊ-ñâÿ-
çûâàþùèå áåëêè. Íàïðîòèâ, äàííûå, ïîëó÷åííûå â íàøèõ
èññëåäîâàíèÿõ, ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó ñóùåñòâîâàíèÿ
äîïîëíèòåëüíûõ ñàéò-ñïåöèôè÷åñêèõ òðàíñêðèïöèîííûõ
ôàêòîðîâ, ñïîñîáíûõ âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ òðèïëåòíûìè
ïîâòîðàìè òèïà (GCC)n (Îðëîâ è äð., 1999à, 1999á; Êó-
òåéêèí-Òåïëÿêîâ è äð., 2003). Îäíèì èç òàêèõ áåëêîâ ÿâ-
ëÿåòñÿ öèíê-ôèíãåðíûé ôàêòîð òðàíñêðèïöèè ZF5 (Îð-
ëîâ è äð., 2006; Orlov et al., 2007). Ñóùåñòâåííûì îòëè÷è-
åì íàøèõ èññëåäîâàíèé îò ðàáîò äðóãèõ àâòîðîâ ÿâëÿåòñÿ
èñïîëüçîâàíèå äëÿ ïîèñêà GCC-ôàêòîðîâ êîðîòêèõ
(GCC)n-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé (n = 3—4), ÷òî èñêëþ÷àåò
âîçìîæíîå âëèÿíèå íåîáû÷íûõ ñòðóêòóð, îáðàçóåìûõ
ïðîòÿæåííûìè ïîâòîðàìè. Òàêèì îáðàçîì, íà íàñòîÿùèé
ìîìåíò èçâåñòíû äâà ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ áåëêà, ñïîñîá-
íûõ ñïåöèôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ òðèïëåòíûìè ïî-
âòîðàìè (GCC)n: CGGBP-20 è ZF5.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôàêòîð òðàíñêðèïöèè ZF5
ñïîñîáåí ñâÿçûâàòüñÿ ñ GC-áîãàòûìè ñàéò-ñïåöèôè÷å-
ñêèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ÄÍÊ; òàê, äëÿ íåãî îïèñàíà
êîíñåíñóñíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ 5R-GCGCGC-3R
(Kaplan, Calame, 1997; Obata et al., 1999). Â íàñòîÿùåé ðà-
áîòå ïðèâîäÿòñÿ äàííûå î ñïîñîáíîñòè ZF5 è GCCBP-20
ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà FMR1 â
êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà çà ñ÷åò âçàèìîäåéñò-
âèÿ ñ GCC-òðèïëåòíûìè ïîâòîðàìè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ðåàêòèâû ôèðì
Amersham Bioscience, Gibco, Invitrogen, Promega, Roche
Applied Science, Sigma (ÑØÀ), à òàêæå îòå÷åñòâåííîãî
ïðîèçâîäñòâà êâàëèôèêàöèé õ. ÷. è ÷. ä. à.; ôåðìåíòû äëÿ
ãåííî-èíæåíåðíûõ ðàáîò ïðîèçâîäñòâà Fermentas (Ëèòâà)
è ÍÏÎ ÑèáÝíçèì (Íîâîñèáèðñê). [g-32P]ÀÒÔ-15—
30 Ci/mmol — ôèðìû Amersham Bioscience (Àíãëèÿ).
Ðåíòãåíîâñêàÿ ïëåíêà X-OMAT-ôèðìû Kodak (Ãåðìàíèÿ).

Æ è â î ò í û å. Â èññëåäîâàíèÿõ áûëè èñïîëüçîâàíû
ìûøè ëèíèè C57Bl/6 è êðûñû ëèíèè Wistar, âñå ñàìöû â
âîçðàñòå 8 íåä (ïèòîìíèê ÐÀÌÍ «Ðàïïîëîâî»).

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
êëåòî÷íóþ ëèíèþ ãåïàòîöåëëþëÿðíîé êàðöèíîìû (ãåïà-
òîìû) ÷åëîâåêà HepG2, ïîëó÷åííóþ èç îòäåëà êëåòî÷íûõ
êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ. Êëåòêè âûðàùèâàëè
â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ôåòàëüíîé òåëÿ÷üåé ñû-
âîðîòêè (Life Technologies Inc., ÑØÀ), ïðè 37 °Ñ â
ÑÎ2-èíêóáàòîðå ñ ñîäåðæàíèåì CO2 5 %.

Ã å í û, ã å í å ò è ÷ å ñ ê è å ê î í ñ ò ð ó ê ö è è è í ó ê 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. Ýóêàðèîòè÷åñêèå
âåêòîðû ýêñïðåññèè ÷åëîâå÷åñêèõ ãåíîâ ZF5, GCCBP-20

è ãåíà-ðåïîðòåðà ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêà (luc), à òàêæå áàê-
òåðèàëüíîãî ãåíà-ðåïîðòåðà b-ãàëàêòîçèäàçû (lacZ) áûëè
ïîëó÷åíû, êàê îïèñàíî íàìè ðàíåå (Îðëîâ è äð., 2006).
Âûïîëíÿâøèåñÿ â èññëåäîâàíèè ãåííî-èíæåíåðíûå ðà-
áîòû ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ îáùåèçâåñòíûìè ðóêî-
âîäñòâàìè è ïðîòîêîëàìè (Ìàíèàòèñ è äð., 1984).

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 (ñ î ä å ð æ à ù å ã î Ä Í Ê - ñ â ÿ-
ç û â à þ ù è é ä î ì å í Z F 5). GST-ZF5 (ÄÍÊ-ñâÿçûâàþ-
ùèé äîìåí ZF5, ñïëàâëåííûé ñ ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðà-
çîé), ÿâëÿþùèéñÿ ïðîäóêòîì ýêñïðåññèè áàêòåðèàëüíîãî
âåêòîðà pGEXZF5, ïîëó÷àëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé,
îïèñàííîé íàìè ðàíåå (Îðëîâ è äð., 2006). Áàêòåðèàëü-
íûé âåêòîð ýêñïðåññèè pGEXZF5 ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí
ä-ðîì S. Yamamoto (Óíèâåðñèòåò Õèðîñèìû, ßïîíèÿ).
Ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê ïîëó÷àëè õðîìàòîãðàôè÷åñêîé
î÷èñòêîé íà àãàðîçíîì íîñèòåëå, ñîäåðæàùåì èììîáèëè-
çîâàííûé ãëóòàòèîí.

Ã å ë ü - ð å ò à ð ä à ö è ÿ 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.
ßäåðíûå ýêñòðàêòû ïðèãîòàâëèâàëè èç êóëüòèâèðîâàííûõ
êëåòîê, êàê îïèñàíî ðàíåå (Andrews, Faller, 1991). Ñèíòå-
òè÷åñêèå îëèãîíóêëåîòèäû (óêàçàííûå â ïîäïèñÿõ ê ñîîò-
âåòñòâóþùèì ðèñóíêàì) ìåòèëè ïî 5R-ïîëîæåíèþ c ïî-
ìîùüþ ïîëèíóêëåîòèäêèíàçû ôàãà T4 è ìå÷åíîãî
[g32P]ÀÒÔ, à çàòåì îòæèãàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ äâóõöåïî÷å÷-
íîé ôîðìû. Ãåëü-ðåòàðäàöèþ âûïîëíÿëè â ñîîòâåòñòâèè ñ
ðåêîìåíäàöèÿìè (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 ñïåðìû ëîñîñÿ,
8(103—104 ) èìï/ìèí ìå÷åíîãî ñèíòåòè÷åñêîãî äâóõöåïî-
÷å÷íîãî îëèãîíóêëåîòèäà, ñìûñëîâóþ íèòü 5R-(GCC)9-3R
(1—10 íã), 2—20 ìêã ÿäåðíîãî ýêñòðàêòà. Â ýêñïåðèìåí-
òàõ ïî êîíêóðåíöèè íåìå÷åíûå îëèãîíóêëåîòèäû äîáàâ-
ëÿëè â ðåàêöèîííóþ ñìåñü ñîâìåñòíî ñ ìå÷åíûìè â èç-
áûòêàõ, óêàçàííûõ â ïîäïèñÿõ ê ðèñóíêó.

Ò ð à í ñ ô å ê ö è ÿ ê ë å ò î ê. Äëÿ òðàíñôåêöèè êëåòîê
HepG2 ïëàçìèäíûìè âåêòîðàìè ýêñïðåññèè ýòè êëåòêè ñ
ïëîòíîñòüþ 104 êë./ñì2 âûñåâàëè íà ÷àøêó Ïåòðè (äèàìåòð
30 ìì) è âûðàùèâàëè äî ñóáêîíôëóåíòíîãî ìîíîñëîÿ â
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ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè òå-
ëÿò, â àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè 37 °C. Ïðîöåäóðó Ca-ôîñ-
ôàòíîé òðàíñôåêöèè âûïîëíÿëè ïî ìåòîäèêå Ãîðìàí
(1988). Äëÿ òðàíñôåêöèè èñïîëüçîâàëè 10 ìêã ïëàç-
ìèäíîé ÄÍÊ íà ÷àøêó. Äëÿ íîðìàëèçàöèè äàííûõ, ïîëó-
÷åííûõ íà êëåòêàõ ðàçíûõ ýêñïåðèìåíòîâ, âñå êëåòî÷íûå
êóëüòóðû äîïîëíèòåëüíî êîòðàíñôåöèðîâàëè âåêòîðîì
ýêñïðåññèè ãåíà LacZ. Èçìåðåíèå àêòèâíîñòè b-ãàëàêòî-
çèäàçû ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå, èñïîëüçóÿ
o-íèòðîôåíèë-b-D-ãàëàêòîïèðàíîçèä êàê ñóácòðàò. Àê-
òèâíîñòü ëþöèôåðàçû îïðåäåëÿëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðî-
òîêîëîì äëÿ Luciferase Assay System (Promega, ÑØÀ),
ïîëüçóÿñü ñöèíòèëëÿöèîííûì ñ÷åò÷èêîì (Beckman). Àê-
òèâíîñòü ïðåäñòàâëåíà â óñëîâíûõ åäèíèöàõ, ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ÷èñëó èìï/ìèí íà 1 ìã òîòàëüíîãî êëåòî÷íîãî
áåëêà. Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Áðýä-
ôîðäà (Bradford, 1976).

Ð Í Ê - è í ò å ð ô å ð å í ö è ÿ. Èíòåðôåðèðóþùàÿ ÐÍÊ
ZF5 (ÐÍÊ-è ZF5) áûëà ñêîíñòðóèðîâàíà íà îñíîâàíèè îá-
ùèõ ïðàâèë ñåëåêöèè ÐÍÊ-è (Dykxhoorn et al., 2003). Íóê-
ëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 5R-GAGUUUCUCAUGCU-
UCCUCUU-3R, êîìïëåìåíòàðíàÿ íóêëåîòèäíîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè 945-963 èÐÍÊ ZF5 (accession number D89859)
(âòîðàÿ íèòü: 5R-GAGUUUCUCAUGCUUCCUCUU-3R),
áûëà âçÿòà çà îñíîâó ïðè õèìè÷åñêîì ñèíòåçå äóïëåêñ-
íîé ÐÍÊ-è ZF5. Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíîé èñïîëüçîâàíà
ÐÍÊ-è, ñîäåðæàùàÿ â äóïëåêñå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü:
5R-UAGUCCCAUUAGCAAAGGUUU-3R, êîìïëåìåíòàð-
íóþ èÐÍÊ áåëêà ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà
GRP58 (âòîðàÿ íèòü: 5R-ACCUUUGCUAAUGGGACUA-
UU-3R); ñòðóêòóðà ÐÍÊ-è GRP58 áûëà îïóáëèêîâàíà ðà-
íåå (Hetz et al., 2005). Âñå óêàçàííûå (è èì êîìïëåìåíòàð-
íûå) ÐÍÊ-íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â âèäå îòäå-
ëüíûõ íèòåé áûëè õèìè÷åñêè ñèíòåçèðîâàíû ÇÀÎ
«Ñèíòîë» (Ìîñêâà) è äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ
äóïëåêñîâ áûëè îòîææåíû â ðàñòâîðå 30 ìÌ NaCl ïðî-
ãðåâàíèåì äî 85 °Ñ â òå÷åíèå 15 ìèí ñ ïîñëåäóþùèì ïî-
ñòåïåííûì îõëàæäåíèåì äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû.

Òðàíñôåêöèþ êëåòîê HepG2 ðàçëè÷íûìè ÐÍÊ-è ïðî-
âîäèëè 48 ÷ ñ èñïîëüçîâàíèåì ÐÍÊ-è-ôåêòà (RNAiFect; Qi-
agen, Hilden, Ãåðìàíèÿ) èëè ðåàãåíòà îëèãîôåêòàìèíà (Oli-
gofectamine reagent; Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, ÑØÀ).
Äëÿ îäíîãî ýêñïåðèìåíòà èñïîëüçîâàëè 30 íM ÐÍÊ-è. Èç
ñîáðàííûõ ïî îêîí÷àíèè òðàíñôåêöèè êëåòîê âûäåëÿëè
òîòàëüíóþ ÐÍÊ è ïðîâîäèëè ïîëóêîëè÷åñòâåííóþ ïðîöå-
äóðó ÎÒ-ÏÖÐ äëÿ ñðàâíåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ ZF5

è FMR1 â êëåòêàõ â óñëîâèÿõ êîíòðîëÿ è îïûòà.
Î Ò - Ï Ö Ð. Ýòó ïðîöåäóðó âûïîëíÿëè, êàê áûëî îïè-

ñàíî ðàíåå (Àêèôüåâ è äð., 2004). Â êà÷åñòâå âíóòðåííåãî
ñòàíäàðòà èñïîëüçîâàëè èÐÍÊ ãëèöåðîàëüäåãèä-3-ôîñ-
ôàòäåãèäðîãåíàçû (GAPDH), ïðàéìåðû 5R-TCACCAT-
CTTTCCAGGAGCGA-3R è 5R-TACTCCTTGGAGGCCT-
TAACAT-3R, 18 öèêëîâ ÏÖÐ (àìïëèôèêàòîð Òåðöèê,
ÄÍÊ-òåõíîëîãèÿ). Äëÿ àíàëèçà óðîâíÿ èÐÍÊ ZF5 èñïîëü-
çîâàëè ïðàéìåðû 5R-CCCCTCAAGCCTTAACAT-3R è
5R-TCTCCACTTTCCAGGCAA-3R, ïðîâîäèëè 27 öèêëîâ.
Äëÿ àíàëèçà óðîâíÿ èÐÍÊ FMR1 èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû:
5R-GGGTGAGGATTGAGGCTGA-3R è
5R-GCCGTGCCCCCTATTTCT-3R, ïðîâîäèëè 34 öèêëà.
Äëÿ àíàëèçà óðîâíÿ èÐÍÊ GRP58 èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû
5R-ATCTCCGACACGGGCTCT-3R è
5R-TGCTGGCTGCTTTTAGGAA-3R, ÷èñëî öèêëîâ 27. Âñå
ïðîáû íîðìàëèçîâàëè ïî îòíîøåíèþ ê ïðîáå GAPDH.

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Êðûñèíûå àíòèòåëà ïîëó÷àëè ê
âàðèàáåëüíîìó äîìåíó ÷åëîâå÷åñêîãî áåëêà. ÄÍÊ-íóêëå-

îòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùàÿ âàðèàáåëüíûé
äîìåí ZF5 ÷åëîâåêà (âèäîñïåöèôè÷íûé ó÷àñòîê áåëêà),
áûëà àìïëèôèöèðîâàíà â ÏÖÐ è ñóáêëîíèðîâàíà â pBlu-
escript. Ñ ïîìîùüþ ãåííî-èíæåíåðíûõ ïðîöåäóð áûë ñî-
çäàí áàêòåðèàëüíûé âåêòîð ýêñïðåññèè pGEXZF5-1, êîäè-
ðóþùèé áåëîê GST (ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðàçà), ñïëàâëåí-
íûé c âàðèàáåëüíûì äîìåíîì ZF5 ÷åëîâåêà (varZF5).
Ñïëàâëåííûé áåëîê î÷èùàëè èç áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê
àôôèííîé õðîìàòîãðàôèåé íà ãëóòàòèîí-àãàðîçå. Äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ êðûñèíûõ ZF5-ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë êðûñ èì-
ìóíèçèðîâàëè î÷èùåííûì ðåêîìáèíàíòíûì áåëêîì â ñî-
îòâåòñòâèè ñ îáùåïðèíÿòûìè ïðîöåäóðàìè èììóíèçàöèè
(ñ èñïîëüçîâàíèåì àäúþâàíòà Ôðåéíäà). Ñ ïîìîùüþ ïî-
ëó÷åííîé èììóííîé ñûâîðîòêè êðûñ òåñòèðîâàëè áåëîê
ZF5 â âîäîðàñòâîðèìîì ýêñòðàêòå êëåòîê HepG2 ìåòîäîì
èììóíîáëîòèíãà (âåñòåðí-áëîòèíãà) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðå-
êîìåíäàöèåé Santa Cruz Biotechnology (ÑØÀ). Ìîëåêó-
ëÿðíóþ ìàññó áåëêà ZF5 îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ìàðêåð-
íûõ áåëêîâ PageRule (#SMO671) ôèðìû Fermentas (Ëèò-
âà). Ýëåêòðîôîðåç â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ (12%-íîé
ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü) äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ïðîöåäóðû
âåñòåðí-áëîòèíãà ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ îáùåèçâå-
ñòíûì ìåòîäîì (Laemmli, 1970). Â äàëüíåéøåì ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ïîëó÷åííîé àíòèñûâîðîòêè ìåòîäîì âåñ-
òåðí-áëîòèíãà îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå áåëêà ZF5 â âîäî-
ðàñòâîðèìûõ ôðàêöèÿõ òêàíåé ìûøåé, êàê óêàçàíî âûøå.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë èç. Äëÿ âû÷èñëåíèÿ ñòàí-
äàðòíîé îøèáêè ñðåäíåãî äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ñðåä-
íèõ îöåíèâàëè ìåòîäîì íåïàðíîãî t-òåñòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷è-
òàëè ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûìè ïðè P < 0.05. Âñå ðàñ-
÷åòû âûïîëíÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàêåòà ïðîãðàìì
Statistica 5.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ï î ë ó ÷ å í è å ä å ë å ö è î í í û õ â à ð è à í ò î â 5R-ð å-
ã ó ë ÿ ò î ð í î ã î ð à é î í à ã å í à F M R 1, í å ñ ó ù è õ
ò ð è ï ë å ò í û å G C C - ï î â ò î ð û. Ñ ïîìîùüþ óêàçàííûõ
â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà» ïðàéìåðîâ ìåòîäîì
ÏÖÐ êëîíèðîâàëè 5R-ðåãóëÿòîðíóþ îáëàñòü ãåíà FMR1

÷åëîâåêà, ëèøåííóþ òðèïëåòíûõ ïîâòîðîâ (GCC)n
(–542...+48 í. ï. îòíîñèòåëüíî òî÷êè èíèöèàöèè òðàíñ-
êðèïöèè). Ïðÿìàÿ àìïëèôèêàöèÿ ôðàãìåíòà 5R-ðåãóëÿòîð-
íîé îáëàñòè ãåíà FMR1 ÷åëîâåêà, ñîäåðæàùåãî òðèïëåò-
íûå ïîâòîðû (GCC)n, îêàçàëàñü íåâîçìîæíîé, ïî-âèäè-
ìîìó âñëåäñòâèå ñëîæíîé âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû ýòèõ
òðèïëåòíûõ ïîâòîðîâ. Äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâëåííîé çàäà÷è
áûë ïðèìåíåí ïîäõîä, îïèñàííûé â ëèòåðàòóðå (Grabc-
zyk, Usdin, 1999). Òðèïëåòíûå ïîâòîðû âèäà 5R-(GCC)9-3R,
êîòîðûå äàëåå èìåíóþòñÿ êàê (GCC)9, ñîîòâåòñòâóþùèå
îäíîìó èç íîðìàëüíûõ âàðèàíòîâ ãåíà FMR1 ÷åëîâåêà,
áûëè ñèíòåçèðîâàíû õèìè÷åñêè â âèäå ôðàãìåíòà ÄÍÊ,
ñîäåðæàùåãî ïîìèìî ñîáñòâåííî ïîâòîðîâ ñàéò ðåñòðèê-
öèè ôåðìåíòà Eco57 íà 5R-êîíöå. Ïàðàëëåëüíî áûëà ñèí-
òåçèðîâàíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (+48...+133) ãåíà FMR1,
ñîîòâåòñòâóþùàÿ ó÷àñòêó ìåæäó GCC-ïîâòîðàìè è àìï-
ëèôèöèðîâàííûì ðàíåå ôðàãìåíòîì 5R-ðåãóëÿòîðíîé îá-
ëàñòè ãåíà FMR1. Ñ ïîìîùüþ ãåííî-èíæåíåðíûõ ìàíèïó-
ëÿöèé âñå òðè ôðàãìåíòà áûëè ñîåäèíåíû è êëîíèðîâàíû
â âåêòîðå pBluescript. Â ðåçóëüòàòå áûë ïîëó÷åí (äåëåöè-
îííûé) ôðàãìåíò 5R-ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè ãåíà FMR1 ÷å-
ëîâåêà, ñîäåðæàùèé äåâÿòü ïîâòîðîâ GCC (–542...+160
îòíîñèòåëüíî òî÷êè èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè). Çàòåì
áûëè ñîçäàíû ãåíåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè, ñîäåðæàùèå
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ãåí-ðåïîðòåð, êîäèðóþùèé ëþöèôåðàçó, ïîä êîíòðîëåì
äâóõ óêàçàííûõ âàðèàíòîâ 5R-ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè ãåíà
FMR1 (pFMRluc è pFMRGCCluc). Â ðåçóëüòàòå äàííîé
ðàáîòû ïîÿâèëàñü âîçìîæíîñòü îöåíèâàòü âêëàä òðèïëåò-
íûõ ïîâòîðîâ (GCC)9 â ðåãóëÿöèþ òðàíñêðèïöèè ãåíà
FMR1 ôàêòîðàìè ZF5 è CGGBP-20.

Ò ê à í å â î é ñ ï å ê ò ð ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í à Z F 5 ó
ì û ø è. Èçâåñòíî, ÷òî áèîëîãè÷åñêèå ôóíêöèè è ñâîéñòâà
ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè ZF5 ìëåêîïèòàþùèõ âåñüìà
ñõîäíû, ÷òî ïîäêðåïëÿåòñÿ òàêæå âûñîêèì óðîâíåì ãîìî-
ëîãèè ãåíîâ ìëåêîïèòàþùèõ, êîäèðóþùèõ ýòîò áåëîê
(Sobek-Klocke et al., 1997; Sugiura et al., 1997). Íåñìîòðÿ

íà òî ÷òî îïèñàííàÿ â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà» àí-
òèñûâîðîòêà áûëà ïîëó÷åíà íà íàèáîëåå âèäîñïåöèôè÷-
íûé äîìåí áåëêà ZF5 ÷åëîâåêà, âûñîêèé êîíñåðâàòèçì
áåëêîâûõ ìîëåêóë äàåò âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàòü ýòó
(â èòîãå êðîññðåàêòèâíóþ) àíòèñûâîðîòêó äëÿ òåñòèðî-
âàíèÿ ñîîòâåòñòâóþùåãî áåëêà ìûøè. Íà ðèñ. 1 ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàíû ðåçóëüòàòû àíàëèçà òêàíåñïåöèôè÷íîãî
ðàñïðåäåëåíèÿ áåëêà ZF5 ìûøè, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ
âåñòåðí-áëîòèíãà. Êàê ñëåäóåò èç ïðåäñòàâëåííûõ ðåçóëü-
òàòîâ, òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð ZF5 (ñ ìîë. ìàññîé îêî-
ëî 50 êÄà), íåñìîòðÿ íà êîëè÷åñòâåííûå ðàçëè÷èÿ, èäåí-
òèôèöèðóåòñÿ ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ
òêàíÿõ âçðîñëîé ìûøè, ÷òî â îñíîâíîì ïåðåêðûâàåòñÿ ñ
äàííûìè î ïðèñóòñòâèè â òåõ æå òêàíÿõ ìëåêîïèòàþùèõ
(ìûøè è ÷åëîâåêà) áåëêà FMR1 (O’Donnel, Warren, 2002).
Ìû ïðîâîäèëè ýêñïåðèìåíòû (ïðåäñòàâëåííûå íèæå) ïî
èññëåäîâàíèþ âçàèìîäåéñòâèÿ ZF5 ñ ðåãóëÿòîðíûì ðàéî-
íîì ãåíà FMR1 â êëåòêàõ ãåïàòîìû HepG2 ÷åëîâåêà, â êî-
òîðûõ îáà ýòèõ ãåíà áûëè àêòèâíû (äëÿ ãåíîâ FMR1 è ZF5
ïîëîæèòåëüíûå ðåçóëüòàòû èõ àêòèâíîñòè â ýòèõ êëåòêàõ
ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ ïîëóêîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ — íå ïî-
êàçàíî).

Â î ç ì î æ í î ñ ò ü ô î ð ì è ð î â à í è ÿ ê î ì ï ë å ê ñ î â
ì å æ ä ó ð å ê î ì á è í à í ò í û ì á å ë ê î ì Z F 5 è G C C -
ò ð è ï ë å ò í û ì è ï î â ò î ð à ì è. Èçâåñòíî, ÷òî òðàíñ-
êðèïöèîííûé ôàêòîð ZF5 ñïîñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ
GC-áîãàòûìè ðàéîíàìè ðåãóëÿòîðíûõ ðàéîíîâ ðÿäà ãåíîâ
÷åðåç êàíîíè÷åñêèé ñàéò 5R-GCGCGC-3R (Bhathal, Stumph,
1996; Sobek-Klocke et al., 1997). Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî
áåëîê, èäåíòèôèöèðîâàííûé íàìè êàê ZF5, ñïîñîáåí
âçàèìîäåéñòâîâàòü òàêæå è ñ GCC-òðèïëåòíûìè ïîâòîðà-
ìè ðÿäà ãåíîâ ìëåêîïèòàþùèõ (Orlov et al., 2007). Íà
ðèñ. 2 ïðèâåäåíû äàííûå ïî îáðàçîâàíèþ in vitro ñïåöè-
ôè÷åñêèõ êîìïëåêñîâ ìåæäó ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèì äîìå-
íîì ðåêîìáèíàíòíîãî ZF5 ñ îëèãîíóêëåîòèäîì (GCC)9.
Âèäíî, ÷òî ñâÿçûâàíèå ZF5 ñ GCC-òðèïëåòíûìè ïîâòîðà-
ìè ïðîèñõîäèò äàæå ñ áîëüøåé ýôôåêòèâíîñòüþ, ÷åì ñ
îïèñàííîé ðàíåå êàíîíè÷åñêîé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòüþ äëÿ ZF5 — 5R-GCGCGC-3R (Kaplan, Calame,
1997; Obata et al., 1999). Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî îëèãîíóêëåîòèä
(GCC)9 in vitro ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâóåò ñ ÄÍÊ-ñâÿ-
çûâàþùèì äîìåíîì ZF5, åãî ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê
îäèí èç âàðèàíòîâ ZF5-ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè.

Â ë è ÿ í è å è í ò å ð ô å ð è ð ó þ ù å é Ð Í Ê , ñ ï å ö è-
ô è ÷ í î é ä ë ÿ Z F 5, í à ý ê ñ ï ð å ñ ñ è þ ã å í à F M R 1.
Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿâèòü êîððåëÿöèþ ìåæäó àêòèâíîñòüþ
ZF5 è ýêñïðåññèåé FMR1, èñïîëüçîâàëè ìåòîä ÐÍÊ-èí-
òåðôåðåíöèè, ïîäàâëÿþùåé ýêñïðåññèþ ãåíà ZF5. Ñ ïî-
ìîùüþ ïîëóêîëè÷åñòâåííîé ÎT-ÏÖÐ ïîêàçàíî, ÷òî ââå-
äåíèå â êëåòêè HepG2 ìàëîé èíòåðôåðèðóþùåé (äâóõöå-
ïî÷å÷íîé) ÐÍÊ — ÐÍÊ-è ZF5 (21 í. ï.), ñïåöèôè÷íîé ê
3R-íåòðàíñëèðóåìîé îáëàñòè ãåíà ZF5, ïðèâîäèò ê ñíèæå-
íèþ óðîâíÿ èÐÍÊ ZF5 äî 50 % â êëåòêàõ HepG2. Äàííûé
ýôôåêò áûë ñïåöèôè÷íûì, ïîñêîëüêó èñïîëüçîâàíèå â êà-
÷åñòâå êîíòðîëÿ ñëó÷àéíîé ÐÍÊ-è, íå ãîìîëîãè÷íîé íè
îäíîìó èç ãåíîâ ÷åëîâåêà è ýêâèâàëåíòíîé ïî íóêëåîòèä-
íîìó ñîñòàâó èÐÍÊ ZF5, íå îêàçûâàëî âëèÿíèÿ íà ñîäåð-
æàíèå èÐÍÊ ZF5 â òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ. Ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäà ÎÒ-ÏÖÐ óñòàíîâëåíî òàêæå, ÷òî ïîäàâëå-
íèå ýêñïðåññèè ýíäîãåííîãî ãåíà ZF5 â êëåòêàõ HepG2
ïðèâîäèò ê ñòèìóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà FMR1 (ðèñ. 3, à,
á). Àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíà, íå ñîäåðæàùåãî â ñâîåé
ñòðóêòóðå ïðîòÿæåííûõ GCC-ïîâòîðîâ (âçÿòîãî â êà÷åñò-
âå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ ïîëíîðàçìåðíîãî ãåíà àïîëè-
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Ðèñ. 1. Âûÿâëåíèå òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà ZF5 â ÿäåðíûõ
ýêñòðàêòàõ êëåòîê ðàçëè÷íûõ òêàíåé âçðîñëîé ìûøè (âåñ-

òåðí-áëîòèíã).

1 — ëåãêîå, 2 — ïå÷åíü, 3 — áîëüøèå ïîëóøàðèÿ êîðû ãîëîâíîãî ìîçãà,
4 — ìîçæå÷îê, 5 — ñåìåííèê, 6 — ïî÷êà, 7 — ñåðäöå. Ñïðàâà óêàçàíà

ìàññà èäåíòèôèöèðîâàííîãî áåëêà.

Ðèñ. 2. Âçàèìîäåéñòâèå ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåãî äîìåíà ZF5 ÷åëî-
âåêà ñ (5�-GCC-3�)9, èäåíòèôèöèðîâàííîå ìåòîäîì ãåëü-ðåòàð-

äàöèè.

Ê — çîíä â îòñóòñòâèå áåëêà, HepG2 — ñâÿçàâøèåñÿ ñ çîíäîì áåëêè ýêñò-
ðàêòîâ ÿäåð ãåïàòîìíûõ êëåòîê. K+ — ÄÍÊ-áåëêîâûé êîìïëåêñ, ôîðìè-
ðóþùèéñÿ òîëüêî ñ óêàçàííûì çîíäîì,�ZF5 è�(5�-GCC-3�)9 — èçáûò-
êè íåìå÷åíûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ, ìîëÿðíàÿ êðàòíîñòü 5, 25 è 50,
(5�-GCC-3�)9* — ðàäèîàêòèâíûé çîíä, Ê� — ñôîðìèðîâàííûé ñïåöè-
ôè÷åñêèé ÄÍÊ-áåëêîâûé êîìïëåêñ, Ç — íåñâÿçàâøèéñÿ çîíä

(5�-GCC-3�)9*.



ïîïðîòåèíà A-I ÷åëîâåêà), íå âûÿâèë ñóùåñòâåííûõ èçìå-
íåíèé óðîâíÿ èÐÍÊ ýòîãî ãåíà â êëåòêàõ HepG2, òðàíñôè-
öèðîâàííûõ èÐÍÊ ZF5 èëè äðóãîé íåñïåöèôè÷íîé èÐÍÊ
(íå ïîêàçàíî). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà âîç-
ìîæíóþ ðîëü ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè ZF5 â êà÷åñòâå ýíäî-
ãåííîãî ðåïðåññîðà ãåíà FMR1 ÷åëîâåêà. Âìåñòå ñ òåì
ïðèâåäåííûå äàííûå íå ÿâëÿþòñÿ äîñòàòî÷íûì àðãóìåí-
òîì â ïîëüçó ñïåöèôè÷åñêîãî âëèÿíèÿ ZF5 íà ýêñïðåññèþ
ãåíà FMR1, ïîñêîëüêó áåëîê FMR1, êàê áûëî ïîêàçàíî
ðàíåå, ñàì ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ ÐÍÊ-èíòåðôå-
ðåíöèè, ÿâëÿÿñü îäíèì èç êîìïîíåíòîâ ìîëåêóëÿðíûõ
êîìïëåêñîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ ÐÍÊ-è (Caudy et al.,
2002). Íàáëþäàåìîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ èÐÍÊ FMR1 ïðè
ââåäåíèè â êëåòêè ÐÍÊ-è, ñïåöèôè÷íîé ê ZF5, ìîæíî
áûëî áû îáúÿñíèòü èíäóêöèåé ýêñïðåññèè ãåíà FMR1 ïðè
àêòèâàöèè â êëåòêå ïðîöåññà íåñïåöèôè÷åñêîé ÐÍÊ-èí-
òåðôåðåíöèè. Èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî
êîíòðîëÿ íåñïåöèôè÷åñêîé ÐÍÊ-è íå ïîçâîëÿåò èñêëþ-
÷èòü âåðîÿòíîñòü òàêîé ñèòóàöèè, òàê êàê ýòà «íåñïåöè-
ôè÷åñêàÿ èÐÍÊ» íå èìååò â êëåòêå êàêîé-ëèáî ñïåöèôè÷-
íîé ìèøåíè. Â ñâÿçè ñ ýòèì â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî
êîíòðîëÿ ìû èñïîëüçîâàëè òàêæå ÐÍÊ-è, ñïåöèôè÷íóþ ê
èÐÍÊ ãëþêîçîðåãóëèðóåìîãî áåëêà GRP58 (ðèñ. 3, â).
Ïðè ýòîì áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî òðàíñôåêöèÿ êëåòîê
HepG2 ÐÍÊ-è GRP58 ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîìó (ïðè-
ìåðíî â 4 ðàçà) ñíèæåíèþ óðîâíÿ èÐÍÊ GRP58, íî ñîäåð-
æàíèå â êëåòêàõ ÐÍÊ-è FMR1, êàê è ïðè âîçäåéñòâèè «íå-
ñïåöèôè÷åñêîé ÐÍÊ-è», íå ìåíÿåòñÿ. Ïîëó÷åííûå ðåçó-
ëüòàòû ïîçâîëÿþò èñêëþ÷èòü ïðåäïîëîæåíèå îá
èíäóêöèè ýêñïðåññèè ãåíà FMR1 â îòâåò íà àêòèâàöèþ â
êëåòêå ïðîöåññà íåñïåöèôè÷åñêîé ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè è
ñîâìåñòíî ñ ðàíåå ïîëó÷åííûìè äàííûìè ïîäòâåðæäàþò
ðîëü ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè ZF5 êàê ñïåöèôè÷íîãî ðå-
ïðåññîðà ãåíà FMR1.

Â ç à è ì î ä å é ñ ò â è å ô à ê ò î ð î â ò ð à í ñ ê ð è ï ö è è
Z F 5 è Ñ G G B P - 2 0 c 5 R - ð å ã ó ë ÿ ò î ð í î é ï î ñ ë å ä î-
â à ò å ë ü í î ñ ò ü þ ã å í à F M R 1 â ê ë å ò ê à õ H e p G 2.
Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî êîòðàíñôåêöèè êëåòîê HepG2 ãåíå-
òè÷åñêèìè êîíñòðóêöèÿìè, ñîäåðæàùèìè ëþöèôåðàçíûé
ãåí ïîä êîíòðîëåì äåëåöèîííûõ âàðèàíòîâ 5’-ðåãóëÿòîð-
íîãî ó÷àñòêà ãåíà FMR1, è âåêòîðàìè ýêñïðåññèè ãåíîâ
ZF5 è CGGBP-20 áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ZF5 óãíåòàåò àê-
òèâíîñòü 5R-ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè FMR1 (pFMRluc) äàæå
ïðè îòñóòñòâèè â íåé òðèïëåòíûõ ïîâòîðîâ GCC (ðèñ. 4,
à). Ýòè äàííûå õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ íàëè÷èåì â ïðîìî-
òîðíîé îáëàñòè ãåíà FMR1 ìíîæåñòâåííûõ êàíîíè÷åñêèõ
ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ ZF5, îòëè÷íûõ îò GCC-òðèïëåòîâ
(5R-GCGCGC-3R), èäåíòèôèöèðîâàííûõ in silico â íóêëåî-
òèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîìîòîðà. Â òåõ æå óñëî-
âèÿõ ýêñïåðèìåíòà âåêòîð ýêñïðåññèè CGGBP-20 íå îêà-
çûâàåò ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà àêòèâíîñòü êîíñòðóê-
öèè pFMRluc, ëèøåííîé òðèïëåòíûõ ïîâòîðîâ GCC,
ïîñêîëüêó òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð CGGBP-20 ñïîñî-
áåí âçàèìîäåéñòâîâàòü òîëüêî ñ íèìè. Èíòåðåñíî, ÷òî ðå-
ïðåññèðóþùåå äåéñòâèå ZF5 íà ïðîìîòîð FMR1 ñóùåñò-
âåííî ñíèæàåòñÿ ïðè äîáàâëåíèè ê ïðîìîòîðó äåâÿòè
GCC-òðèïëåòíûõ ïîâòîðîâ (ðèñ. 4, á). Áîëåå òîãî, ïðè
àíàëèçå ëþöèôåðàçíûì òåñòîì ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè
pFMRGCCluc, ñîäåðæàùåé óêàçàííûå âûøå òðèïëåòíûå
ïîâòîðû GCC â òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ HepG2, îêà-
çàëîñü, ÷òî êîòðàíñôåêöèÿ ýòèõ êëåòîê îäíîâðåìåííî âåê-
òîðàìè ýêñïðåññèè CGGBP-20 è ZF5 è âîâñå ïðèâîäèò ê
íèâåëèðîâàíèþ ðåïðåññèðóþùåãî äåéñòâèÿ ZF5. Íåëüçÿ
èñêëþ÷èòü ñèòóàöèè è ñî ñìåíîé çíàêà (ñ ðåïðåññèè íà
àêòèâàöèþ) ñîâìåñòíîãî âëèÿíèÿ äâóõ ýòèõ ôàêòîðîâ íà

òðàíñêðèïöèþ FMR1 ïî ìåðå âîçðàñòàíèÿ ÷èñëà GCC-ïî-
âòîðîâ â ðåãóëÿòîðíîì ðàéîíå ãåíà. Ïîëó÷åííûå íàìè
äàííûå ïîääåðæèâàþò äàííûå äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé î
ñòèìóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà FMR1 â ïðåìóòàöèîííîì ñî-
ñòîÿíèè (îá èçìåíåíèè õàðàêòåðà ýêñïðåññèè ãåíà â çàâè-
ñèìîñòè îò âîçðàñòàíèÿ ÷èñëà òðèïëåòíûõ GCC-ïîâòî-
ðîâ) (Beilina et al., 2004). Ïî äàííûì ýòèõ èññëåäîâàòåëåé,
òðàíñêðèïöèÿ ãåíà FMR1 ìîæåò ïðîèñõîäèòü ñ òðåõ àëü-
òåðíàòèâíûõ ñàéòîâ è ñäâèãàåòñÿ ñ I ñàéòà (íîðìàëüíîå
ñîñòîÿíèå ãåíà) â ïîëüçó äâóõ äèñòàëüíûõ ñàéòîâ — II è
III (ñîñòîÿíèå ïðåìóòàöèè ãåíà). Ïîëó÷åííûå íàìè ðå-
çóëüòàòû ãîâîðÿò î ñëîæíîì õàðàêòåðå ðåãóëÿöèè ãåíà
FMR1 ôàêòîðàìè òðàíñêðèïöèè ZF5 è CGGBP-20. Óãíå-
òàþùåå äåéñòâèå ZF5 îáåñïå÷èâàåòñÿ, âåðîÿòíî, åãî âçàè-
ìîäåéñòâèåì ñ óïîìÿíóòûìè âûøå êàíîíè÷åñêèìè äëÿ
ZF5 GC-áîãàòûìè öèñ-ýëåìåíòàìè (5R-GCGCGC-3R), ëîêà-
ëèçîâàííûìè âáëèçè òî÷åê èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíà
FMR1. Âçàèìîäåéñòâèå æå ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè (ZF5 è

Ðîëü òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ZF5 è CGGBP-20 â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà FMR1 1009

Ðèñ. 3. Ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè ýíäîãåííîãî ZF5 â êëåòêàõ
HepG2 ìåòîäîì ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè (ïîëóêîëè÷åñòâåííàÿ

ÎÒ-ÏÖÐ).

à — âëèÿíèå ZF5 è ÐÍÊ íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ ZF5 è ãëèöåðàëüäåãèäôîñ-
ôàòäåãèäðîãåíàçû, GAPDH (îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü): 1—6 — ÎÒ-ÏÖÐ
èÐÍÊ GAPDH (18 öèêëîâ); 7 — ìàðêåð; 8—13 — ÎÒ-ÏÖÐ èÐÍÊ ZF5 (27
öèêëîâ); 1, 8 — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü; 2, 9 — òðàíñôåêöèÿ êëåòîê
èÐÍÊ ZF5 ñ ïîìîùüþ îëèãîôåêòàìèíà; 3, 10 — òðàíñôåêöèÿ êëåòîê êîí-
òðîëüíîé èÐÍÊ ñ ïîìîùüþ îëèãîôåêòàìèíà; 4, 11 — òðàíñôåêöèÿ êëå-
òîê èÐÍÊ ZF5 ñ ïîìîùüþ èÐÍÊ-ôåêòà; 5, 12 — òðàíñôåêöèÿ êëåòîê êîí-
òðîëüíîé èÐÍÊ ñ ïîìîùüþ èÐÍÊ-ôåêòà; 6, 13 — íåòðàíñôèöèðîâàííûå
êëåòêè. á — âëèÿíèå èÐÍÊ ZF5 íà ýêñïðåññèþ ýíäîãåííîãî ãåíà FMR1

÷åëîâåêà (34 öèêëà): 1 — ìàðêåð, 2 — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü, 3 —
òðàíñôåêöèÿ êëåòîê èÐÍÊ ZF5 ñ ïîìîùüþ îëèãîôåêòàìèíà, 4 — òðàíñ-
ôåêöèÿ êëåòîê êîíòðîëüíîé äöÐÍÊ ñ ïîìîùüþ îëèãîôåêòàìèíà, 5 —
òðàíñôåêöèÿ êëåòîê èÐÍÊ ZF5 ñ ïîìîùüþ èÐÍÊ-ôåêòà, 6 — òðàíñôåê-
öèÿ êëåòîê êîíòðîëüíîé èÐÍÊ ñ ïîìîùüþ èÐÍÊ-ôåêòà, 7 — íåòðàíñôè-
öèðîâàííûå êëåòêè. â — âëèÿíèå èÐÍÊ GRP58 íà ýêñïðåññèþ ýíäîãåí-
íîãî ãåíà FMR1 ÷åëîâåêà: 1—3 — ÎÒ-ÏÖÐ èÐÍÊ GADPH (18 öèêëîâ);
4 — ìàðêåð; 5—7 — ÎÒ-ÏÖÐ èÐÍÊ GRP58 (27 öèêëîâ); 8—10 — ÎÒ-ÏÖÐ
èÐÍÊ FMR1 (34 öèêëà); 1, 5, 8 — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü; 3, 7, 10 — íå-
òðàíñôèöèðîâàííûå êëåòêè; 2, 6, 9 — òðàíñôåêöèÿ êëåòîê GRP58 èÐÍÊ ñ

ïîìîùüþ èÐÍÊ-ôåêòà.



CGGBP-20) ñ GCC-ïîâòîðàìè, ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñïîñîá-
íî îñëàáëÿòü ýòó ðåïðåññèþ.

Â ýòîé ñâÿçè îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò èçó÷åíèå
ìóòàíòíûõ àëëåëåé ãåíà FMR1 è àëëåëåé â ñîñòîÿíèè ïðå-
ìóòàöèè, êîòîðîå ïðåäïîëàãàåòñÿ ïðîâåñòè â äàëüíåéøåì.
Óâåëè÷åíèå ÷èñëà ïîâòîðîâ ìîæåò óñèëèòü èõ âêëàä â
ZF5-îïîñðåäîâàííóþ ðåãóëÿöèþ ãåíà FMR1 è äàæå ïðè-
âåñòè ê èíâåðñèè ðåçóëüòèðóþùåãî âëèÿíèÿ ZF5 íà àê-
òèâíîñòü ïðîìîòîðà ãåíà FMR1. Òàêæå ïðåäñòàâëÿþò èí-
òåðåñ ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå î êîîïåðàòèâíîì õàðàêòå-
ðå âçàèìîäåéñòâèé ZF5 è CGGBP-20. Ðàíåå ìû ïîêàçàëè,
÷òî äëÿ ZF5 õàðàêòåðíî ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè ôóíêöè-
îíàëüíî àêòèâíûõ êîìïëåêñîâ ñ êîìïîçèòíûìè öèñ-ýëå-
ìåíòàìè ñèíåðãè÷íîãî òèïà (âêëþ÷àþùèìè â ñåáÿ íåñ-
êîëüêî GCC-òðèïëåòîâ) íà ïðèìåðå ïðîìîòîðà ãåíà ðèáî-
ñîìíîãî áåëêà ìûøè L32 (Îðëîâ è äð., 2006; Orlov et al.,
2007). Â ñëó÷àå 5R-ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè ãåíà FMR1 ÷åëî-
âåêà íàáëþäàåòñÿ, ïî-âèäèìîìó, àíàëîãè÷íàÿ êàðòèíà.

Ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò, òàêèì
îáðàçîì, î ñïîñîáíîñòè îïèñàííîãî ðàíåå â êëåòêàõ ìëå-
êîïèòàþùèõ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà ZF5 âçàèìîäåé-
ñòâîâàòü ñ òàíäåìíûìè ïîâòîðàìè òðèïëåòîâ GCC (îáðà-
çîâàíèå ñîîòâåòñòâóþùèõ ÄÍÊ-áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ in
vitro ïîäòâåðæäåíî ìåòîäîì ãåëü-ðåòàðäàöèè). Ïîñêîëüêó
áåëîê ZF5 âûÿâëÿåòñÿ â êëåòêàõ ìíîãèõ òêàíåé ìëåêîïè-
òàþùåãî (äàííûå âåñòåðí-áëîòèíãà), èìåþòñÿ âñå îñíîâà-
íèÿ àíàëèçèðîâàòü åãî âîçäåéñòâèå íà òðèïëåòíûå
GCC-ïîâòîðû, ñîäåðæàùèåñÿ â ðåãóëÿòîðíîì ðàéîíå ãåíà
FMR1, ÿâëÿþùåãîñÿ àêòèâíî òðàíñêðèáèðóåìûì â øèðî-
êîì äèàïàçîíå ðàçëè÷íûõ òèïîâ êëåòîê (O’Donnel, War-
ren, 2002), âêëþ÷àÿ êëåòêè ÷åëîâå÷åñêîé ãåïàòîìû
HepG2. Ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêîé èíòåðôåðèðóþùåé
ÐÍÊ (ÐÍÊ-è ZF5) ìû ïîêàçàëè, ÷òî óãíåòåíèå àêòèâíîñòè
ýêñïðåññèè ZF5 â êëåòêàõ ãåïàòîìû âûçûâàåò ñòèìóëÿ-
öèþ ýêñïðåññèè ãåíà FMR1 ïî ìåíüøåé ìåðå â 1.5 ðàçà.
Ýòî îáñòîÿòåëüñòâî õîòÿ è óêàçûâàåò íà íåãàòèâíûé õà-
ðàêòåð ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà FMR1 ôàêòîðîì òðàíñ-
êðèïöèè ZF5, íå ïîçâîëÿåò îöåíèòü âêëàä GC-áîãàòûõ
ó÷àñòêîâ 5R-ðåãóëÿòîðíîãî ðàéîíà ãåíà FMR1 äëÿ ñâÿçû-
âàíèÿ ñ ZF5 (5R-GCGCGC-3R è GCC-òðèïëåòû) â ðåãóëÿ-
öèþ ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà. Îòâåò íà ýòîò âîïðîñ áûë ïî-
ëó÷åí â ýêñïåðèìåíòàõ ïî êîòðàíñôåêöèè êëåòîê HepG2
êîíñòðóêöèÿìè, ñîäåðæàùèìè ãåí ëþöèôåðàçû ïîä êîíò-
ðîëåì äâóõ àëüòåðíàòèâíûõ äåëåöèîííûõ âàðèàíòîâ
5R-ðåãóëÿòîðíîãî ðàéîíà ãåíà FMR1, è âåêòîðàìè ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ äâóõ ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè — ZF5 è
CGGBP-20 (pCMVZF5 è pCMVCGGBP-20). Ïîêàçàíî,
÷òî GÑÑ-òðèïëåòíûå ïîâòîðû (â âèäå GCC9) â ñîñòàâå ðå-

ãóëÿòîðíîãî ðàéîíà ãåíà FMR1 ñïîñîáíû âçàèìîäåéñòâî-
âàòü êàê ñ ZF5, òàê è c CGGBP-20. Ïðè÷åì äîáàâëåíèå
GCC-òðèïëåòîâ â ñîñòàâ ðåãóëÿòîðíîãî ðàéîíà ìåíÿåò õà-
ðàêòåð âîçäåéñòâèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà ZF5 íà
ãåí FMR1. Óðîâåíü åãî ðåïðåññèðóþùåãî âëèÿíèÿ íà ðå-
ãóëÿòîðíûé ðàéîí ãåíà FMR1 ñíèæàåòñÿ (âîçìîæíî, â çà-
âèñèìîñòè îò äîçû GCC-òðèïëåòîâ), à ñîâìåñòíîå ðåïðåñ-
ñèðóþùåå âîçäåéñòâèå ZF5 è CGGBP-20 â ïðèñóòñòâèè
GCC-òðèïëåòîâ åùå áîëåå íèâåëèðóåòñÿ âïëîòü äî âîç-
ìîæíîñòè èçìåíåíèÿ âèäà âëèÿíèÿ ýòèõ ôàêòîðîâ (ñ ðå-
ïðåññèðóþùåãî íà àêòèâèðóþùèé). Íåÿñíî, áóäåò ëè ýòà
òåíäåíöèÿ ñîõðàíÿòüñÿ ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè äîçû
òðèïëåòíûõ GCC-ïîâòîðîâ â ãåíå FMR1 ëèáî ìåíÿòüñÿ â
çàâèñèìîñòè îò èõ ÷èñëà.

Ïî-âèäèìîìó, öåëûé ðÿä îáñòîÿòåëüñòâ, âêëþ÷àÿ ñòå-
ïåíü ïîâòîðåíèÿ GCC-òðèïëåòîâ (âîçðàñòàþùàÿ â õîäå
ýêñïàíñèè òðèïëåòîâ è ïðèâîäÿùàÿ ê ýôôåêòó ëîìêîé
X-õðîìîñîìû), îáóñëîâëèâàåò õàðàêòåð ðåãóëÿöèè ýêñï-
ðåññèè ãåíà FMR1 ôàêòîðàìè òðàíñêðèïöèè, ñâÿçûâàþ-
ùèìèñÿ ñ GC-áîãàòûìè ó÷àñòêàìè ðåãóëÿòîðíîãî ðàéîíà
ãåíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-01622).
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THE ROLE OF ZF5 AND CGGBP-20 TRANSCRIPTION FACTORS IN EXPRESSION REGULATION

OF HUMAN FMR1 GENE RESPONSIBLE FOR X-FRAGILE SYNDROME
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The human FMR1 gene encodes an RNA-binding protein taking part in translation regulation. The 5�-unt-
ranslated region of FMR1 gene contains a large number of tandem repeats of GCC triplets (5—50) which increa-
sing (more then 200) is responsible for X-fragile syndrome (human congenital anomaly). As it has been shown
earlier, al least two transcription factors (ZF5 and CGGBP-20) are capable of interacting specifically with
GCC-repeats in regulatory regions of some genes. In this work, their roles in FMR1 gene expression regulation
were studied. It was demonstrated by electrophoretic mobility shift assay that ZF5 recombinant protein specifi-
cally bound with GCC-triplet repeats (GCC9). Tissue-specific distributions of ZF5 and FMR1 proteins are very
overlapped in mammalian. Inhibition of ZF5 expression in HepG2 cells (by RNA interference) leads to at least
1.5 times stimulations of FMR1 gene expression in these cells. To estimate the contribution of GCC-triplet repe-
ats in FMR1 gene expression regulation we used two alternative variants of genetic construction: containing lu-
ciferase reporter gene under 5�-regulatory region fragment devoid of GCC-triplet repeats or including the GCC9

nucleotide sequence. HepG2 cells were co-transfected by these constructions and expressions vectors of ZF5 or
(and) CGGBP-20 respectively. It was found that ZF5 downregulated the activity of 5�-regulatory region of
FMR1 gene in both cases (acting probably through canonic 5�-GCGCGC3� sites). The presence of GCC-triplet
repeats in the construction weakens this ZF5 effect. CGGBP-20 downregulates the activity of 5�-region of
FMR1 gene in the presence of GCC-triplets only. The data obtained evidently indicate differently directed ZF5
effects on FMR1 gene expression and suggest the mechanism to explain the earlier demonstrated phenomenon
about increasing of mRNA level in permutation FMR1 allele carries.

K e y w o r d s: GCC-triplet repeats, X-fragile syndrome, human FMR1 gene expression regulation, ZF5 and
CGGBP-20 transcription factors.

1012 Ï. Â. Ãóëûé, Ñ. Â. Îðëîâ è äð.


