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Âíóòðèèíòðîííûé ìèíè-ñàòåëëèò ÷åëîâåêà UPS29

Ðàíåå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîëèìîðôèçì âíóòðèèíòðîííîãî ìèíè-ñàòåëëèòà ÷åëîâåêà UPS29 ãåíà
öåíòàóðèíà áåòà 5 (CENTB5) àññîöèèðîâàí ñ áîëåçíüþ Ïàðêèíñîíà è ýïèëåïñèåé. Ìåõàíèçì òàêîé ñâÿ-
çè íåÿñåí. Â äàííîé ðàáîòå â ìîäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ïî âðåìåííîé òðàíñôåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
HeLa, ýìáðèîíàëüíîé êàðöèíîìû ìûøè ëèíèè F9 è àñòðîöèòîâ êðûñû áûëî èçó÷åíî, îáëàäàåò ëè äàí-
íûé ìèíè-ñàòåëëèò ðåãóëÿòîðíûìè ñâîéñòâàìè ïî îòíîøåíèþ ê ýóêàðèîòè÷åñêîìó ïðîìîòîðó ROSA26
ðåïîðòåðíîãî ãåíà EGFP â çàâèñèìîñòè îò êëåòî÷íîãî òèïà. Îêàçàëîñü, ÷òî UPS29 îáëàäàåò ýíõàíñåðíû-
ìè ñâîéñòâàìè â êëåòêàõ íåéðîíàëüíîãî òèïà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèíè-ñàòåëëèò UPS29, CENTB5, èíòðîí, ýíõàíñåð, ðåïîðòåðíûå ãåíû, âðåìåí-
íàÿ òðàíñôåêöèÿ, êëåòêè ýìáðèîíàëüíîé êàðöèíîìû ìûøè ëèíèè F9, àñòðîöèòû êðûñû, êëåòêè HeLa.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ï. í. — ïàðû íóêëåîòèäîâ, ÒÔ — òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû,
EGFP — enhanced green fluorescence protein (áåëîê ñ óñèëåííîé çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèåé), R26 — ïðîìî-
òîð ROSA26 ìûøè.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè îáíàðóæåí ðÿä ÄÍÊ-ïîëèìîð-
ôèçìîâ, ëîêàëèçîâàííûõ â íåêîäèðóþùèõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòÿõ è íå âëèÿþùèõ íà ñòðóêòóðó áåëêîâ è ïðè
ýòîì ÿâëÿþùèõñÿ ôàêòîðàìè ðèñêà äëÿ ðÿäà çàáîëåâàíèé,
îñîáåííî íåâðîëîãè÷åñêèõ è ïñèõè÷åñêèõ (Evans et al.,
1997; Larson et al., 1999; Liu et al., 1999; Àêñåíîâà è äð.,
2000; Ïàòêèí, Ãàéöõîêè, 2000; Çàéíóëèíà è äð., 2003; Broo-
kes, Prince, 2005; Ide et al., 2005; Haddley et al., 2008). Áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî îïðåäåëåííûå âàðèàíòû òàêèõ ïîëèìîðôèç-
ìîâ ìîãóò âëèÿòü íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ, ïðè÷åì â çàâèñè-
ìîñòè êàê îò òèïà òêàíè, òàê è îò îïðåäåëåííûõ ýíäîãåí-
íûõ è (èëè) ýêçîãåííûõ ñòèìóëîâ (Fiskerstrand et al., 1999;
MacKenzie, Quinn, 1999; Lovejoy et al., 2003; Klenova et al.,
2004; Guindalini et al., 2006). Ôóíêöèîíàëüíàÿ çíà÷èìîñòü
òàêèõ ïîëèìîðôèçìîâ ìîæåò áûòü ñâÿçàíà íå òîëüêî ñ ãå-
íåòè÷åñêîé ïðåäðàñïîëîæåííîñòüþ ê êîíêðåòíîìó çàáî-
ëåâàíèþ, íî è ñ èíäèâèäóàëüíîé âîñïðèèì÷èâîñòüþ ê
ôàðìàêîëîãè÷åñêèì âîçäåéñòâèÿì èëè ñ èíäèâèäóàëüíûì
îòâåòîì íà âíåøíèå ôàêòîðû (Kelada et al., 2006; Roberts
et al., 2007; Brummett et al., 2008). Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåä-
ïîëàãàòü, ÷òî èíäèâèäû ñ îïðåäåëåííûì íàáîðîì ïîëè-
ìîðôèçìîâ ìîãóò ïî-ðàçíîìó ðåàãèðîâàòü íà îäíî è òî æå
ìåäèêàìåíòîçíîå âîçäåéñòâèå èëè âíåøíèå ñòðåññû.
Èäåíòèôèêàöèÿ ñïåöèôè÷íûõ ïîëèìîðôèçìîâ, àññîöèè-
ðîâàííûõ ñ êîíêðåòíûìè çàáîëåâàíèÿìè, ìîãëà áû ïðè-
âåñòè ê ëå÷åíèþ èëè ðàçðàáîòêå ìåäèêàìåíòîâ íà îñíîâå
èíäèâèäóàëüíûõ ãåíîìíûõ îñîáåííîñòåé.

Â ãåíîìå ÷åëîâåêà èäåíòèôèöèðîâàíî ñâûøå 500 000
ìèêðî- è ìèíè-ñàòåëëèòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ.

Ê ìèêðîñàòåëëèòàì ïðèíÿòî îòíîñèòü ïðîñòûå òàíäåìíûå
ïîâòîðû (ïðîñòûå ïîâòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè) ñ
ïîâòîðÿþùåéñÿ åäèíèöåé äî 5 ï. í. è îáùåé äëèíîé òàí-
äåìà, îáû÷íî íå ïðåâûøàþùåé 100 ï. í. (Jeffreys et al.,
1987; Buard, Jeffreys, 1997). Ìèíè-ñàòåëëèòû — ýòî òàí-
äåìíî ïîâòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ñ äëèíîé
ïîâòîðà îò 5 äî 100 ï. í. è îáùèì ðàçìåðîì êëàñòåðà îò
500 äî 100 òûñ. ï. í., ïðè÷åì ìåæäó ïîâòîðàìè ìîãóò
èìåòü ìåñòî âíóòðåííèå âàðèàöèè (òàê íàçûâàåìûå íåñî-
âåðøåííûå ïîâòîðû), íî ïðè ýòîì ñîõðàíÿåòñÿ îïðåäå-
ëåííàÿ êîðîâàÿ êîíñåíñóñíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (Allen
et al., 1994; Buard, Jeffreys, 1997). Ìíîãî÷èñëåííûå ïîïó-
ëÿöèîííûå èññëåäîâàíèÿ ñòåïåíè âàðèàáåëüíîñòè ìè-
íè-ñàòåëëèòîâ ïîêàçàëè, ÷òî áîëüøèíñòâî òàêèõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé ÿâëÿþòñÿ ãèïåðâàðèàáåëüíûìè, â ïåðâóþ
î÷åðåäü â îòíîøåíèè ÷èñëà ïîâòîðÿþùèõñÿ åäèíèö
(VNTR, variable number tandem repeat). Íî âñòðå÷àþòñÿ è
ãîðàçäî ìåíåå âàðèàáåëüíûå ìèíè-ñàòåëëèòû (Boan et al.,
1997, 1998), âêëþ÷àÿ èññëåäóåìûå â äàííîé ðàáîòå ìè-
íè-ñàòåëëèòû UPS29 (Ñó÷êîâà è äð., 2007á) è 5-HTTLPR
(Haddley et al., 2008).

Íåêîòîðûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè VNTR èãðàþò çíà÷è-
òåëüíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè, àëüòåðíàòèâíîì
ñïëàéñèíãå, à íåêîòîðûå ìîãóò âëèÿòü íà ýôôåêòèâíîñòü
òðàíñëÿöèè èëè ñòàáèëüíîñòü ìÐÍÊ (Turri et al., 1995;
Garrick et al., 1998; Nakamura et al., 1998). Òàê, íàïðèìåð,
â ýêñïåðèìåíòàõ íà òðàíñãåííûõ ìûøàõ è òðàíñôåêòíûõ
ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ áûëî âûÿâëåíî, ÷òî
ìèíè-ñàòåëëèò ÷åëîâåêà 5-ÍÒÒVNTR, ëîêàëèçîâàííûé â
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èíòðîíå ãåíà òðàíñïîðòåðà ñåðîòîíèíà 5-ÍÒÒ (SLC6A4) è
àññîöèèðîâàííûé ñ àôôåêòèâíûìè ðàññòðîéñòâàìè, îáëà-
äàåò òêàíåñïåöèôè÷íûìè ýíõàíñåðíûìè ñâîéñòâàìè â çà-
âèñèìîñòè îò ÷èñëà ïîâòîðÿþùèõñÿ åäèíèö (Fiskerstrand
et al., 1999; MacKenzie, Quinn, 1999; Lovejoy et al., 2003;
Hranilovic et al., 2004; Mill et al., 2005). Â òî æå âðåìÿ äëÿ
äðóãîãî VNTR èç ïðîìîòîðíîé îáëàñòè ãåíà ñ íåèçâåñò-
íîé ôóíêöèåé èç õðîìîñîìíîãî ëîêóñà 11ð15 â ýêñïåðè-
ìåíòàõ ïî âðåìåííîé òðàíñôåêöèè êëåòîê ýìáðèîíàëüíîé
êàðöèíîìû, íàîáîðîò, íàáëþäàëè ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè
ðåïîðòåðíîãî ãåíà â çàâèñèìîñòè îò ïðîòÿæåííîñòè
VNTR, íàõîäÿùåéñÿ âûøå (upstream) ãåòåðîëîãè÷íîãî
ïðîìîòîðà (Iwashita et al., 2001). Äëÿ ìèêðîñàòåëëèòíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ, ëîêàëèçîâàííûõ â èíòðîíàõ
èëè 5R- è 3R-UTRs, òàêæå áûëî âûÿâëåíî èõ ðåãóëÿòîðíîå
âëèÿíèå íà òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ (Meloni et al., 1998; Fon-
don et al., 2008; Usdin, 2008). Åñòü äàííûå î ñïåöèôè÷íîì
ñâÿçûâàíèè íåêîòîðûõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ñ
òàíäåìíî ïîâòîðÿþùèìèñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ÄÍÊ
(Klenova et al., 2004; Royer, Quinn, 2004; Roberts et al.,
2007; Polavarapu åt al., 2008). Êðîìå òîãî, íåäàâíî áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ïðîìîòîðíûå è èíòðîííûå ïîëèìîðôíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîãóò äåéñòâîâàòü êîîïåðàòèâíî, ðå-
ãóëèðóÿ òðàíñêðèïöèþ ðÿäà ãåíîâ (Bianchi et al., 2009;
Georges et al., 2010). Òàêèì îáðàçîì, îïèñàííûå âûøå
äàííûå êîñâåííî óêàçûâàþò íà ïîòåíöèàëüíóþ ðîëü
îïðåäåëåííûõ àëëåëüíûõ âàðèàíòîâ ðàçëè÷íûõ òàíäåì-
íûõ ïîâòîðîâ â ôîðìèðîâàíèè èíäèâèäóàëüíîé âîñïðè-
èì÷èâîñòè ê çàáîëåâàíèþ.

Ðàíåå ìû ïðîâåëè ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèé àíàëèç
ìèíè-ñàòåëëèòà ÷åëîâåêà UPS29, ëîêàëèçîâàííîãî â èíò-
ðîíå ãåíà öåíòàóðèíà áåòà 5 (CENTB5, ACAP3), è íàøëè,
÷òî â âûáîðêå çäîðîâûõ ëþäåé UPS29 ïðåäñòàâëåí 7 àë-
ëåëÿìè, ñîäåðæàùèìè îò 6 äî 24 ïîâòîðÿþùèõñÿ åäèíèö.
Ïðåîáëàäàþùèì (91.5 %) ÿâëÿëñÿ àëëåëü UPS29 èç 17 ïî-
âòîðîâ, ÷àñòîòà îñòàëüíûõ àëëåëåé (ìåíåå 17 ïîâòîðîâ)
êîëåáàëàñü îò 0.29 äî 4.39 % (Ñó÷êîâà è äð., 2007á). Òîãäà
êàê ïðè íåêîòîðûõ ôîðìàõ áîëåçíè Ïàðêèíñîíà (Ñó÷êîâà
è äð., 2009) è ïðè ýïèëåïñèè (Ñó÷êîâà è äð., 2007à) íà-
áëþäàëîñü óâåëè÷åíèå ÷àñòîòû êîðîòêèõ àëëåëåé (â
îñíîâíîì àëëåëåé èç 9 è 6 ïîâòîðîâ). Îäíàêî èç-çà êðàéíå
ìàëîé èçó÷åííîñòè êàê ñàìîãî ãåíà CENTB5, òàê è UPS29
îñòàþòñÿ íåÿñíûìè íåñêîëüêî âîïðîñîâ: ìåõàíèçì íà-
áëþäàåìîé àññîöèàöèè êîðîòêèõ àëëåëåé UPS29 ñ áî-
ëåçíüþ Ïàðêèíñîíà è ýïèëåïñèåé; ÷åì ìîæåò áûòü îáó-
ñëîâëåíà ïðåèìóùåñòâåííàÿ ýêñïðåññèÿ CENTB5 â ãîëîâ-
íîì ìîçãå (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene; http://
smd.stanford.edu/cgi-bin/source; Øóáèíà è äð., 2009); ìî-

æåò ëè UPS29 ÿâëÿòüñÿ îäíèì èç äîìåíîâ ðåãóëÿöèè
òðàíñêðèïöèè ãåíà CENTB5 (â òîì ÷èñëå è äàæå óäàëåí-
íûõ ãåíîâ) ïîäîáíî îïèñàííûì â ëèòåðàòóðå (ñì. âûøå),
à åñëè äà, òî ÿâëÿåòñÿ ëè òàêàÿ ðîëü ñïåöèôè÷íîé ïî îòíî-
øåíèþ ê êëåòî÷íîìó òèïó.

Â ñâÿçè ñ ýòèì â íàñòîÿùåé ðàáîòå â ýêñïåðèìåíòàõ
ïî âðåìåííîé òðàíñôåêöèè ìû ïîïûòàëèñü âûÿñíèòü, â
îñíîâíîì íà êà÷åñòâåííîì óðîâíå, îáëàäàþò ëè ðàçëè÷-
íûå àëëåëè UPS29 (èç 17 è 6 ïîâòîðîâ), à òàêæå öåëûé èí-
òðîí, ñîäåðæàùèé UPS29 èç 17 ïîâòîðîâ, ðåãóëÿòîðíûìè
ñâîéñòâàìè (ýíõàíñåðíûìè èëè ñàéëåíñåðíûìè) ïî îòíî-
øåíèþ ê ýóêàðèîòè÷åñêîìó ïðîìîòîðó ROSA26 ðåïîð-
òåðíîãî ãåíà EGFP â çàâèñèìîñòè îò êëåòî÷íîãî òèïà.
Îêàçàëîñü, ÷òî ýêñïðåññèÿ EGFP äåéñòâèòåëüíî â ïåðâóþ
î÷åðåäü çàâèñåëà îò òðàíñôèöèðóåìûõ êëåòîê, à òàêæå îò
íàëè÷èÿ â ïëàçìèäàõ âñòàâêè ìèíè-ñàòåëëèòíûõ àëëåëåé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ã å í å ò è ÷ å ñ ê è å ê î í ñ ò ð ó ê ö è è. Ýóêàðèîòè÷åñêèé
ýêñïðåññèîííûé ïëàçìèäíûé âåêòîð pR29-EGFP
(5.5 òûñ. ï. í.) áûë ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí ïðîô. Í. Â. Òî-
ìèëèíûì (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã);
pR29-EGFP ïîëó÷åí (Kisseberth et al., 1999) íà îñíîâå âåê-
òîðà pEGFP-N1 (Clontech, ÑØÀ) è ñîäåðæèò ãåí óñèëåí-
íîãî çåëåíîãî ôëóîðåñöèðóþùåãî áåëêà EGFP ïîä êîíò-
ðîëåì ñèëüíîãî è ïîâñåìåñòíî ýêñïðåññèðóþùåãî ïðîìî-
òîðà ROSA26 ìûøè (Zambrowicz et al., 1997; Mao et al.,
2005; Giel-Moloney et al., 2007). Â íàøåé ëàáîðàòîðèè íà
îñíîâå âåêòîðà pR29-EGFP áûëè ïîëó÷åíû äâå êîíñòðóê-
öèè (pR29-UPS900 è pR29-UPS400), ñîäåðæàùèå àëëåëè
ìèíè-ñàòåëëèòà ÷åëîâåêà UPS29 èç 17 è 6 ïîâòîðÿþùèõñÿ
åäèíèö (ÄÍÊ-âñòàâêè 900 è 400 ï. í. ñîîòâåòñòâåííî), è
îäíà êîíñòðóêöèÿ (pR29-UPS1500), ñîäåðæàùàÿ âñþ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü èíòðîíà, â êîòîðîì ëîêàëèçîâàí àëëåëü
èç 17 ïîâòîðîâ UPS29, è áîëüøóþ ÷àñòü ôëàíêèðóþùèõ
åãî ýêçîíîâ 14 è 15 ãåíà CENTB5 (ÄÍÊ-âñòàâêà 1500 ï.í.)
(ðèñ. 1, 2). Ïðîäóêòû ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè UPS29 (1500,
900 è 400 ï.í.) áûëè êëîíèðîâàíû â pR26-EGFP ïî ñàéòàì
ðåñòðèêöèè HindIII è EcoRI ìåæäó ïðîìîòîðàìè SV40 è
ROSA26 (ðèñ. 1). Èíòðîííûé âàðèàíò âñòàâêè UPS29
(1500 ï. í.) áûë èíòåãðèðîâàí â ïðÿìîé îðèåíòàöèè îòíî-
ñèòåëüíî ïðîìîòîðà ROSA26 (ãåíà EGFP), à ôðàãìåíòû
UPS29 èç 900 è 400 ï. í. — â îáðàòíîé îðèåíòàöèè.

Åùå îäèí ýóêàðèîòè÷åñêèé ýêñïðåññèîííûé âåêòîð
p1229-lacZ-LPR (7.8 òûñ. ï. í.), ñîäåðæàùèé ðåïîðòåðíûé
ãåí b-ãàëàêòîçèäàçû ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà b-ãëîáèíà

716 Ë. Ê. Ñàñèíà, Í. À. Ñëîìèíñêàÿ è äð.

Ðèñ. 1. Ñõåìà ó÷àñòêà ýóêàðèîòè÷åñêîãî ýêñïðåññèîííîãî âåêòîðà pR26-EGFP ñî âñòàâêîé ìèíè-ñàòåëëèòà UPS29.

PCMV IE — ïðîìîòîð ðàííèõ ãåíîâ öèòîìåãàëîâèðóñà ÷åëîâåêà; MCS — ìíîæåñòâåííûé ñàéò êëîíèðîâàíèÿ; ROSA26 — ïðîìîòîð ìûøè ROSA26;
EGFP — ãåí, êîäèðóþùèé çåëåíûé ôëóîðåñöèðóþùèé áåëîê (óñèëåííûé); SV40 polyA — ñèãíàë ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ ìÐÍÊ ðàííåé îáëàñòè âèðó-

ñà SV40.



÷åëîâåêà è äëèííûé àëëåëü L ìèíè-ñàòåëëèòà 5-HTTLPR
èç ïðîìîòîðíîé îáëàñòè ãåíà òðàíñïîðòåðà ñåðîòîíèíà
5-HTT (SLC6A4), áûë ïðåäîñòàâëåí ïðîô. J. P. Quinn (Uni-
versity of Liverpool, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Êîíñòðóêöèÿ
p1229-lacZ-LPR áûëà ïîëó÷åíà íà îñíîâå âåêòîðà pBlues-
cript-SK (Clontech, ÑØÀ). Àëëåëü èç 16 ïîâòîðÿþùèõñÿ
åäèíèö ìèíè-ñàòåëëèòà ÷åëîâåêà 5-HTTLPR áûë âñòðîåí
â p1229-lacZ-LPR ïî ñàéòàì SacI è XbaI â ïðÿìîé îðèåí-
òàöèè îòíîñèòåëüíî ïðîìîòîðà b-ãëîáèíà ÷åëîâåêà è ãåíà
lacZ (ðèñ. 3, à, á). Äàííàÿ êîíñòðóêöèÿ áûëà èñïîëüçîâàíà
â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ äëÿ ïðîâåðêè ïðåäïîëîæåíèÿ î âîç-
ìîæíûõ òêàíåñïåöèôè÷íûõ ýíõàíñåðíûõ ñâîéñòâàõ ìè-
íè-ñàòåëëèòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïîñêîëüêó ðàíåå
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî L-àëëåëü 5-HTTLPR ñïîñîáåí ìîäó-
ëèðîâàòü (óñèëèâàòü) òðàíñêðèïöèþ ãåíà 5-HTT (Hranilo-
vic, 2004; Soeby et al., 2005; Jennings et al., 2006; Fondon et
al., 2008; Haddley et al., 2008) è, òàê æå êàê UPS29, àññîöè-
èðîâàí ñ çàáîëåâàíèÿìè íåðâíîé ñèñòåìû (Çàéíóëèíà è
äð., 2003; Haddley et al., 2008).

Òðè ðåêîìáèíàíòíûå ïëàçìèäû pCTCF è pUSF2,
pYB1, ýêñïðåññèðóþùèå ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè CTCF,
USF2 è YB1 ñîîòâåòñòâåííî, áûëè òîæå ïðåäîñòàâëåíû
ïðîô. J. P. Quinn (University of Liverpool, Âåëèêîáðèòàíèÿ).

Ï î ë è ì å ð à ç í à ÿ ö å ï í à ÿ ð å à ê ö è ÿ. Ïðàéìåðû
äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ñîäåðæà-
ùèõ ìèíè-ñàòåëëèò UPS29, áûëè ïîäîáðàíû ñ èñïîëüçî-
âàíèåì áàçû äàííûõ ãåíîâ EMBL (www.ensembl.org/
Homo_sapiens) è ïðîãðàììû Primer 3.0 (www.cbr.nrc.ca/
cgi-bin/primer3-www.cgi). Äëÿ àìïëèôèêàöèè âñåé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè èíòðîíà 14—15 ãåíà ÑENTB5, ñîäåðæàùå-
ãî UPS29, èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû exUP5-tcataagcttaggct-
gactccgagaagctg è exUP6-gtcagaattcgagcactcaatgcagagcag,
êîìïëåìåíòàðíûå ýêçîíàì 14 è 15 ñîîòâåòñòâåííî (ÏÖÐ-
ôðàãìåíò 1500 ï. í.). Äëÿ àìïëèôèêàöèè ñîáñòâåííî ìè-

íè-ñàòåëëèòà UPS29 èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû clUP3-tcata-
agcttcacatgggcagatggtacctgc è clUP4-gtcagaattccggagagccc
tgacagttg (ÏÖÐ-ôðàãìåíòû 900 è 400 ï. í.) (ðèñ. 2). Ïðàé-
ìåðû ñ 5R-êîíöîâ ñîäåðæàò ñàéòû (ïîä÷åðêíóòû) äëÿ ýí-
äîíóêëåàç ðåñòðèêöèè HindIII è EcoRI. Óñëîâèÿ ÏÖÐ îïè-
ñàíû ðàíåå (Ñó÷êîâà è äð., 2007á). Ïðîäóêòû àìïëèôèêà-
öèè 1500 è 900 ï. í. ñîäåðæàò àëëåëü UPS29 èç 17
ïîâòîðÿþùèõñÿ åäèíèö, äëÿ êîòîðîãî íå áûëî âûÿâëåíî
àññîöèàöèè ñ áîëåçíüþ Ïàðêèíñîíà è ýïèëåïñèåé. ÏÖÐ-
ôðàãìåíò 400 ï. í. ñîäåðæèò îäèí èç âàðèàíòîâ êîðîòêèõ
àëëåëåé UPS29 (â äàííîì ñëó÷àå àëëåëü èç 6 ïîâòîðîâ),
àññîöèèðîâàííûõ ñ áîëåçíüþ Ïàðêèíñîíà è ýïèëåïñèåé
(Ñó÷êîâà è äð., 2007à, 2009).

Àìïëèôèêàöèþ ìèíè-ñàòåëëèòà 5-HTTLPR ïðîâîäè-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ serPR1-gcgttgccgctctga-
atgc è serPR2-gagggactgagctggacaacc, êàê îïèñàíî â ëèòå-
ðàòóðå (Brummett et al., 2008).

Ë è í è è ê ë å ò î ê HeLa è ýìáðèîíàëüíîé êàðöèíîìû
ìûøè F9 (íåäèôôåðåíöèðîâàííûå è ÷àñòè÷íî äèôôåðåí-
öèðîâàííûå ïî íåéðîíàëüíîìó òèïó), ñîîòâåòñòâóþùèå
Àìåðèêàíñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (ÀÒÑÑ),
áûëè ïîëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ
êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).
Ïåðâè÷íûå êëåòî÷íûå êóëüòóðû àñòðîöèòîâ êðûñû ïîëó-
÷àëè ñîãëàñíî îïèñàííîìó ìåòîäó (Cassina et al., 2002).

Ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê ó êëåòîê ëèíèè F9 èíäóöèðî-
âàëè ñîãëàñíî îïèñàííîìó ïðîòîêîëó (Strickland et al.,
1980) ñ ïîìîùüþ îáðàáîòêè ìîíîñëîéíîé êóëüòóðû êëå-
òîê F9 ðåòèíîåâîé êèñëîòîé (10–6 M) è äèáóòèðèë-öÀÌÔ
(104 M) (Sigma, ÑØÀ), êàê îïèñàíî ðàíåå (Êèñëÿêîâà
è äð., 1990). Äëÿ äàëüíåéøåé ðàáîòû îòáèðàëè êëåòêè F9,
äèôôåðåíöèðîâàííûå ïî íåéðîíàëüíîìó òèïó.

Âñå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå
5 % CO2 â 6-ëóíî÷íûõ ïëîñêîäîííûõ ïëàíøåòàõ (Orange

Âíóòðèèíòðîííûé ìèíè-ñàòåëëèò ÷åëîâåêà UPS29 717

Ðèñ. 2. Ïðîäóêòû ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè, ñîäåðæàùèå ðàçíûå àëëåëè ìèíè-ñàòåëëèòà UPS29, êîòîðûå áûëè èñïîëüçîâàíû
äëÿ ñîçäàíèÿ ïëàçìèäíûõ êîíñòðóêöèé íà îñíîâå ýóêàðèîòè÷åñêîãî ýêñïðåññèîííîãî âåêòîðà pR26-EGFP.

UPS29 ñîñòîèò èç íåñîâåðøåííûõ ïîâòîðÿþùèõñÿ åäèíèö ðàçìåðîì 46 ï. í. Àëëåëü «17» UPS29 — 17 ïîâòîðÿþùèõñÿ åäèíèö; àëëåëü «6» UPS29 —
6 ïîâòîðÿþùèõñÿ åäèíèö; âàðèàíòû ïîâòîðÿþùèõñÿ åäèíèö îáîçíà÷åíû ëàòèíñêèìè áóêâàìè; cluP3, cluP4, exU5, exUP6 — ïðàéìåðû.



Scientific, Áåëüãèÿ) ëèáî â êóëüòóðàëüíûõ âåíòèëèðóåìûõ
ôëàêîíàõ (25 ñì2, Jet Biofil, Êàíàäà—Êèòàé) â ñðåäå
DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êî-
ðîâ (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è 3.6 ã/ë HEPES (äëÿ àñòðîöèòîâ).
Äëÿ êëåòîê F9 6-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû ïîêðûâàëè
0.2%-íûì ðàñòâîðîì æåëàòèíà. Êëåòêè ïëîòíîñòüþ
3�106 êë./ìë (F9 è HeLa) èëè 2�104 êë./ìë (àñòðîöèòû) èí-
êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 16 ÷ (F9 è HeLa) èëè 7 ñóò (àñòðîöè-
òû).

Ò ð à í ñ ô å ê ö è þ ïëàçìèäíûìè ÄÍÊ â êîíöåíòðàöèè
2 ìêã íà ÷àøêó (ôëàêîí) ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ Trans-
FastTM Transfection Reagent (Promega, ÑØÀ) ñîãëàñíî ðå-
êîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ ïðè äîñòèæåíèè êëåò-
êàìè 60—70 % êîíôëþýíòíîñòè. Êëåòêè HeLa, ýìáðèî-
íàëüíîé êàðöèíîìû ìûøè F9 (íåäèôôåðåíöèðîâàííûå è
äèôôåðåíöèðîâàííûå) è àñòðîöèòû êðûñû òðàíñôèöèðî-
âàëè ðåêîìáèíàíòíûìè ïëàçìèäàìè pR29-UPS1500,
pR29-UPS900, pR29-UPS400 è p1229-lacZ-LPR. Â êà÷åñò-
âå êîíòðîëÿ (îòíîñèòåëüíî âëèÿíèÿ ìèíè-ñàòåëëèòíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íà ýêñïðåññèþ ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ)
èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäû ñ òåìè æå ðåïîðòåðíûìè ãåíàìè,
íî áåç âñòàâêè ìèíè-ñàòåëëèòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ÄÍÊ (pR26-EGFP è pCMV?). Â ýêñïåðèìåíòû ïî êîòðàíñ-
ôåêöèè âûøåîïèñàííûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð áðàëè ïëàç-
ìèäû, ñîäåðæàùèå âñòàâêè ìèíè-ñàòåëëèòíûõ ÄÍÊ è
ïëàçìèäû pCTCF, pUSF2 è pYB1, ýêñïðåññèðóþùèå ôàê-
òîðû òðàíñêðèïöèè CTCF, USF2 è YB1 ñîîòâåòñòâåííî.

Ä å ò å ê ö è ÿ ý ó ê à ð è î ò è ÷ å ñ ê è õ ê ë å ò î ê, ý ê ñ -
ï ð å ñ ñ è ð ó þ ù è õ E G F P è b - ã à ë à ê ò î ç è ä à ç ó. Êëåò-
êè, òðàíñôèöèðîâàííûå ïëàçìèäàìè, ñîäåðæàùèìè
EGFP, àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùå-
ãî ìèêðîñêîïà Carl Zeiss LSM 510 META (Carl Zeiss, Jena,
Ãåðìàíèÿ), èñïîëüçóÿ ëàçåð ñ äëèíîé âîëíû 488 íì. Ïîëó-
÷åíèå è îáðàáîòêó èçîáðàæåíèé ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ïðèëàãàåìîãî ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ LSM 510. Äëÿ

ïîñëåäóþùåé êîìïüþòåðíîé îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé èñ-
ïîëüçîâàëè ïàêåò ïðîãðàììû Adobe PhotoshopTM 6.0. Èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè EGFP íà äàííîì ýòàïå
îöåíèâàëè âèçóàëüíî êàê ñëàáîå ñâå÷åíèå (1+), ñðåäíåå
(2+), ñèëüíîå (3+) è î÷åíü ñèëüíîå (4+).

Öèòîõèìè÷åñêóþ äåòåêöèþ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ b-ãàëàêòîçèäàçó, ïðîâîäèëè ïî ìåòîäèêå (Carroll,
Mass, 1995). Êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî ôèêñèðîâàëè â
0.02%-íîì ãëóòàðàëüäåãèäå íà PBS â òå÷åíèå 15 ìèí
ïðè 4 °C, èíêóáèðîâàëè 18 ÷ â ðàñòâîðå äëÿ îêðàøèâàíèÿ,
ñîäåðæàùåì 1 ìã/ìë X-gal (5-áðîì-4-õëîð-3-èíäî-
ëèë-áåòà-D-ãàëàêòîïèðàíîçèä) (ÑèáÝíçèì, Ðîññèÿ), 5 ìÌ
K4(Fe(CN)6), 5 ìÌ K4(Fe(CN)6) è 2 ìÌ MgCl2 íà PBS
(pH 7.4) (Âåêòîí, Ðîññèÿ). Ìàòî÷íûé ðàñòâîð X-gal ãîòî-
âèëè íà ïåðåãíàííîì äèìåòèëôîðìàìèäå â êîíöåíòðàöèè
25 ìã/ìë. Êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå b-ãàëàêòîçèäàçó, àíà-
ëèçèðîâàëè â ïðîõîäÿùåì ñâåòå ïðè ïîìîùè ôîòîìèêðî-
ñêîïà Docuva (Carl Zeiss, Jena, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Êàê áûëî óêàçàíî âûøå, ìèíè-ñàòåëëèòíûå ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè ÄÍÊ ìîãóò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå öèñ- èëè
òðàíñôàêòîðîâ ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ íà óðîâíå êàê
òðàíñêðèïöèè, òàê è òðàíñëÿöèè. Ïðè ýòîì ìåæàëëåëüíûå
ðàçëè÷èÿ ìèíè-ñàòåëëèòîâ íà óðîâíå êàê íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, òàê è ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìîäèôèêàöèé
ìîãóò îáóñëîâëèâàòü êîëè÷åñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ â çàâèñèìîñòè îò òèïà òêàíåé. Â ñâÿçè ñ ýòèì â
íàñòîÿùåé ðàáîòå â ìîäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ïî òðàíñ-
ôåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ðàçëè÷íîãî òèïà áûëà ñäåëàíà
ïîïûòêà îòâåòèòü íà ðÿä âçàèìîñâÿçàííûõ âîïðîñîâ, à
èìåííî: îáëàäàåò ëè âíóòðèèíòðîííûé íèçêîïîëèìîðô-
íûé ìèíè-ñàòåëëèò ÷åëîâåêà UPS29 ýíõàíñåðíûìè èëè

718 Ë. Ê. Ñàñèíà, Í. À. Ñëîìèíñêàÿ è äð.

Ðèñ. 3. Ñõåìà ó÷àñòêà ýóêàðèîòè÷åñêîãî ýêñïðåññèîííîãî âåêòîðà p1229-LacZ-LPR, íåñóùåãî â êà÷åñòâå âñòàâêè äëèííûé àëëåëü
èç 16 ïîâòîðîâ ìèíè-ñàòåëëèòà 5-HTTLPR èç ïðîìîòîðíîé îáëàñòè ãåíà òðàíñïîðòåðà ñåðîòîíèíà 5-HTT ÷åëîâåêà.

à — âåêòîð p1229-LacZ-LPR, á — äëèííûé àëëåëü 5-HTTLPR. Plac — lac-ïðîìîòîð; MCS — ìíîæåñòâåííûé ñàéò êëîíèðîâàíèÿ; humbglob — ïðîìî-
òîð b-ãëîáèíà ÷åëîâåêà; lacZ — ãåí b-ãàëàêòîçèäàçû; SV40 polyA — ñèãíàë ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ ìÐÍÊ ðàííåé îáëàñòè âèðóñà SV40; serPR1 è
serPR2 — îáëàñòè îòæèãà ïðàéìåðîâ. 5-HTTLPR cîñòîèò èç íåñîâåðøåííûõ ïîâòîðîâ ðàçìåðîì 22 ï. í. Âàðèàíòû ïîâòîðÿþùèõñÿ åäèíèö îáîçíà÷å-

íû ãðå÷åñêèìè áóêâàìè, íîìåíêëàòóðà äàííûõ ïîâòîðîâ ïî: Haddley et al., 2008.



ñóïðåññîðíûìè ñâîéñòâàìè â îòíîøåíèè ýêñïðåññèè ðå-
ïîðòåðíîãî ãåíà EGFP; íàáëþäàåòñÿ ëè ïðè ýòîì çàâèñè-
ìîñòü äàííûõ õàðàêòåðèñòèê îò âàðèàíòà àëëåëåé UPS29
(â äàííîì ñëó÷àå îò ÷èñëà ïîâòîðÿþùèõñÿ åäèíèö); èìååò
ëè ìåñòî ñïåöèôè÷íîñòü ðåãóëÿòîðíîé àêòèâíîñòè UPS29
ïî îòíîøåíèþ ê êëåòî÷íîìó òèïó.

Äëÿ ýòîãî ìû èñïîëüçîâàëè âðåìåííóþ òðàíñôåêöèþ
êëåòîê ÷åëîâåêà HeLa, íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê
ýìáðèîíàëüíîé êàðöèíîìû ìûøè F9 è êëåòîê F9, äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ ïî íåéðîíàëüíîìó ïóòè, à òàêæå àñòðîöè-
òîâ êðûñû. Âûáîð êëåòîê íåéðîíàëüíîãî òèïà áûë îáó-
ñëîâëåí òåì, ÷òî èññëåäóåìûé íàìè ìèíè-ñàòåëëèò
UPS29 ëîêàëèçîâàí â ãåíå CENTB5, íàèáîëüøàÿ ýêñïðåñ-
ñèÿ êîòîðîãî íàáëþäàåòñÿ â íåðâíîé ñèñòåìå (Øóáèíà è
äð., 2009), è òåì, ÷òî äëÿ êîðîòêèõ àëëåëåé (îò 6 äî 14 ïî-
âòîðîâ) UPS29 áûëà âûÿâëåíà àññîöèàöèÿ ñ áîëåçíüþ
Ïàðêèíñîíà è ýïèëåïñèåé (Ñó÷êîâà è äð., 2007à, 2009).

Ïîäõîä ñ èñïîëüçîâàíèåì ýóêàðèîòè÷åñêèõ ýêñïðåñ-
ñèîííûõ ïëàçìèäíûõ âåêòîðîâ, íåñóùèõ ìèíè-ñàòåëëèò-
íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ è ðàçëè÷íûå ðåïîðòåðíûå
ãåíû, áûë èñïîëüçîâàí ðÿäîì àâòîðîì (MacKenzie, Quinn,
1999; Michelhaugh et al., 2001; Lovejoy et al., 2003; Klenova
et al., 2004). Òàê, íàïðèìåð, äëÿ âíóòðèèíòðîííîãî ìè-
íè-ñàòåëëèòà Stin2 ãåíà òðàíñïîðòåðà ñåðîòîíèíà 5-ÍÒÒ
(SLC6A4) áûëî îáíàðóæåíî àëëåëü-ñïåöèôè÷íîå âëèÿíèå
íà ýêñïðåññèþ ðåïîðòåðíîãî ãåíà LacZ, ïðè÷åì ýêñïðåñ-

ñèÿ áûëà òêàíåñïåöèôè÷íîé è ñîñðåäîòà÷èâàëàñü ïðåèìó-
ùåñòâåííî â çà÷àòêàõ íåðâíîé ñèñòåìû (MacKenzie,
Quinn, 1999; Klenova et al., 2004; Haddley et al., 2008).
Àíàëîãè÷íûé ïîäõîä èñïîëüçîâàëè è â íàñòîÿùåé ðàáîòå.

Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé ïîêàçàëè íà êà÷åñò-
âåííîì óðîâíå, ÷òî ýêñïðåññèÿ ðåïîðòåðíîãî ãåíà EGFP
çàâèñåëà â ïåðâóþ î÷åðåäü îò êëåòîê, â êîòîðûå ïðî-
èçâîäèëè òðàíñôåêöèþ ðåêîìáèíàíòíûõ ïëàçìèä, à òàê-
æå îò íàëè÷èÿ âñòàâêè, ñîäåðæàùåé ìèíè-ñàòåëëèò
UPS29. Ïðè òðàíñôåêöèè êëåòîê HeLa êàê êîíòðîëüíîé
ïëàçìèäîé pR26-EGFP (áåç UPS29), òàê è ïëàçìèäàìè
pR29-UPS1500, pR29-UPS900 è pR29-UPS400, ñîäåðæà-
ùèìè UPS29, íàáëþäàëè ëèøü åäèíè÷íûå ñèãíàë-ïîëî-
æèòåëüíûå êëåòêè ñ î÷åíü ñëàáûì óðîâíåì ôëóîðåñöåí-
öèè (ñì. òàáëèöó; ðèñ. 4, à). Ïðè òðàíñôåêöèè íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êëåòîê êàðöèíîìû ìûøè F9 ýêñïðåññèÿ
EGFP áûëà ïîäîáíîé òîé, ÷òî íàáëþäàëè äëÿ êëåòîê
HeLa (ñì. òàáëèöó; ðèñ. 4, á). Ïðè ýòîì ÷èñëî êëåòîê, ýêñ-
ïðåññèðóþùèõ EGFP, áûëî êðàéíå ìàëûì äëÿ âñåõ âàðè-
àíòîâ âñòàâîê. Â òî æå âðåìÿ ïðè òðàíñôåêöèè êëåòîê ýì-
áðèîíàëüíîé êàðöèíîìû F9, äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ è
äèôôåðåíöèðîâàííûõ ïî íåéðîíàëüíîìó ïóòè, êîëè÷åñò-
âî EGFP-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê âîçðàñòàëî â íåñêîëüêî
ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ íåäèôôåðåíöèðîâàííûìè êëåòêàìè
F9 ïðè îäíîâðåìåííîì óâåëè÷åíèè óðîâíÿ ýêñïðåññèè
EGFP ïðè âèçóàëüíîì íàáëþäåíèè íåçàâèñèìî îò ðàçìå-

Âíóòðèèíòðîííûé ìèíè-ñàòåëëèò ÷åëîâåêà UPS29 719

Ðèñ. 4. Ýêñïðåññèÿ EGFP â êëåòêàõ HeLa (a), â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ (á) è äèôôåðåíöèðîâàííûõ ïî íåéðîíàëüíîìó ïóòè (â)
êëåòêàõ ýìáðèîíàëüíîé êàðöèíîìû ìûøè ëèíèè F9, â àñòðîöèòàõ êðûñû (ã) ïðè âðåìåííîé òðàíñôåêöèè êîíñòðóêöèÿìè, ñîäåð-

æàùèìè ðåïîðòåðíûé ãåí EGFP è ìèíè-ñàòåëëèò ÷åëîâåêà UPS29.

Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.



ðà âñòàâêè (ñì. òàáëèöó; ðèñ. 4, â). Â ñëó÷àå æå òðàíñôåê-
öèè ïåðâè÷íûõ êóëüòóð àñòðîöèòîâ êðûñû êîíñòðóêöèÿ-
ìè ñ ìèíè-ñàòåëëèòîì UPS29 ýêñïðåññèÿ EGFP íàáëþäà-
ëàñü ïî÷òè âî âñåõ òðàíñôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ (ñì.
òàáëèöó; ðèñ. 4, ã).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå â äàííîé ðàáîòå ðåçóëü-
òàòû óêàçûâàþò íà ñóùåñòâîâàíèå òêàíåñïåöèôè÷íîãî
âëèÿíèÿ ìèíè-ñàòåëëèòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè UPS29 íà
ýêñïðåññèþ ðåïîðòåðíîãî ãåíà EGFP, à èìåííî íà ýíõàí-
ñåðíûå ñâîéñòâà UPS29 â êëåòêàõ íåéðîíàëüíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ. Ýòè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ òåì ôàêòîì, ÷òî
ãåí CENTB5, â êîòîðîì ëîêàëèçîâàí èññëåäóåìûé ìè-
íè-ñàòåëëèò, ïðåèìóùåñòâåííî ýêñïðåññèðóåòñÿ â ãîëîâ-
íîì ìîçãå (Øóáèíà è äð., 2009), à òàêæå ñ ðàíåå ïîëó-
÷åííûìè íàìè äàííûìè îá àññîöèàöèè èìåííî êîðîòêèõ
àëëåëåé UPS29 ñ íåâðîëîãè÷åñêèìè çàáîëåâàíèÿìè (áî-
ëåçíüþ Ïàðêèíñîíà è ýïèëåïñèåé) (Ñó÷êîâà è äð., 2007à,
2009), ÷òî, ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëåíî ñíèæåíèåì àêòèâ-
íîñòè ãåíà CENTB5 ó ïàöèåíòîâ ãåòåðîçèãîòíûõ ëèáî ãî-
ìîçèãîòíûõ ïî êîðîòêîìó àëëåëþ UPS29.

Êàê æå ìîæåò áûòü îáúÿñíåí íàáëþäàåìûé ýôôåêò?
Ìåõàíèçì òàêîãî ýíõàíñåðíîãî ýôôåêòà ìèíè-ñàòåëëèòîâ
íà ýêñïðåññèþ ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ
îñòàåòñÿ äàëåêî íå ÿñíûì. Íàèáîëüøåå âíèìàíèå ñåãîäíÿ
óäåëÿåòñÿ âîçìîæíîìó òêàíåñïåöèôè÷íîìó âçàèìîäåéñò-
âèþ ìèíèñàòåëëèòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ (ëîêà-
ëèçîâàííûõ â èíòðîíàõ, 5R- èëè 3R-íåòðàíñëèðóåìûõ ðàé-
îíàõ ãåíîâ) ñ îïðåäåëåííûìè òðàíñêðèïöèîííûìè ôàê-
òîðàìè, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ
äîïîëíèòåëüíûõ ýíõàíñåðíûõ ó÷àñòêîâ, ñïåöèôè÷íûõ
äëÿ îïðåäåëåííûõ òèïîâ òêàíåé (Chernukhin et al., 2000;
Michelhaugh et al., 2001; Lovejoy et al., 2003; Hranilovic et
al., 2004; Klenova et al., 2004; Roberts et al., 2007; Bianchi et
al., 2009). Òàê, íàïðèìåð, â ýêñïåðèìåíòàõ in vitro ïî êîò-
ðàícôåêöèè ðåïîðòåðíûìè ïëàçìèäàìè, íåñóùèìè ìè-
íè-ñàòåëëèòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Stin2.9 è Stin2.10 èí-
òðîííîãî VNTR ãåíà 5-HTT, è ïëàçìèäàìè, ýêñïðåññèðó-
þùèìè òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû (ÒÔ) pCTCF è
pYB-1, íàáëþäàëîñü óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ðå-

ïîðòåðíîãî ãåíà â îïðåäåëåííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ â çà-
âèñèìîñòè íå òîëüêî îò âàðèàíòà àëëåëÿ ìèíè-ñàòåëëèòà,
íî è îò âçàèìîäåéñòâèÿ íåñêîëüêèõ ÒÔ ìåæäó ñîáîé (Kle-
nova åt al., 2004; Roberts et al., 2007).

Ìû ïðîâåëè ïîäîáíûå ýêñïåðèìåíòû ïî âðåìåííîé
òðàíñôåêöèè íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ýìáðèî-
íàëüíîé êàðöèíîìû ìûøè F9 ñ ðåïîðòåðíîé êîíñòðóê-
öèåé p1229-lacZ-LPR, íåñóùåé äëèííûé àëëåëü ìèíè-ñà-
òåëëèòà 5-HTTLPR èç ïðîìîòîðíîé îáëàñòè ãåíà òðàíñ-
ïîðòåðà ñåðîòîíèíà (5-HTT) (ðèñ. 3, à, á), êîòîðûé, êàê
áûëî îáíàðóæåíî ðàíåå, ìîæåò óñèëèâàòü òðàíñêðèïöèþ
ãåíà 5-HTT (Hranilovic, 2004; Jennings et al., 2006; Haddley
et al., 2008). Îêàçàëîñü, ÷òî â ñëó÷àå òðàíñôåêöèè êëåòîê
F9 òîëüêî êîíñòðóêöèåé p1229-lacZ-LPR ýêñïðåññèè ðå-
ïîðòåðíîãî ãåíà lacZ íå íàáëþäàëè, õîòÿ, ïî äàííûì ëè-
òåðàòóðû, äàííûé àëëåëü 5-HTTLPR îáëàäàåò ýíõàíñåð-
íûìè ñâîéñòâàìè (Hranilovic, 2004; Soeby et al., 2005; Jen-
nings et al., 2006; Fondon et al., 2008; Haddley et al., 2008).
Îäíàêî ïðè êîòðàíñôåêöèè p1229-lacZ-LPR ëèáî ñ ïëàç-
ìèäîé pYB-1, ëèáî pCTCF, ëèáî pUSF2, ýêñïðåññèðóþ-
ùèìè ñîîòâåòñòâåííî ÒÔ YB-1, CTCF è USF2, ñòàëè âû-
ÿâëÿòüñÿ b-ãàëàêòîçèäàçà-ïîëîæèòåëüíûå êëåòêè F9 (4, 8
è 30 % êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî), ïðè÷åì ïðè êîòðàíñôåê-
öèè îäíîâðåìåííî âñåõ ÷åòûðåõ êîíñòðóêöèé áûëî âûÿâ-
ëåíî íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî êëåòîê (48 %), ýêñïðåññèðó-
þùèõ b-ãàëàêòîçèäàçó.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èìåþòñÿ àëãîðèòìû äëÿ ïðåäñêà-
çàíèÿ in silico âîçìîæíûõ ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ ÒÔ (Pennac-
chio et al., 2007) íà îñíîâå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ. Êàê
ïîêàçàë àíàëèç in silico íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè 5-HTTLPR, â äàííîì ìèíè-ñàòåëëèòå åñòü 14 ïîòåí-
öèàëüíûõ ñàéòîâ äëÿ ñâÿçûâàíèÿ YB-1, 6 ñàéòîâ äëÿ
CTCF è íåñêîëüêî ñàéòîâ, ÷àñòè÷íî ãîìîëîãè÷íûõ USF.
Ïî-âèäèìîìó, â äàííîì ñëó÷àå èìåëî ìåñòî êîîïåðàòèâ-
íîå âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ýòèìè ÒÔ, ïîäîáíîå òîìó ÷òî
áûëî îïèñàíî ðàíåå äëÿ YB-1 è CTCF (Chernukhin et al.,
2000; Klenova et al., 2004), è ýòî óêàçûâàåò íà âçàèìîäåé-
ñòâèå íåñêîëüêèõ ÒÔ ñ ìèíè-ñàòåëëèòîì 5-HTTLPR èç
ïðîìîòîðíîé îáëàñòè ãåíà 5-HTT, îáóñëîâëèâàÿ íàáëþäà-

720 Ë. Ê. Ñàñèíà, Í. À. Ñëîìèíñêàÿ è äð.

Ýêñïðåññèÿ ðåïîðòåðíîãî ãåíà EGFP â êóëüòóðàõ ðàçíûõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê
ïðè âðåìåííîé òðàíñôåêöèè êîíñòðóêöèÿìè, íåñóùèìè â êà÷åñòâå âñòàâêè àëëåëè

ìèíè-ñàòåëëèòà ÷åëîâåêà UPS29 èç 17 èëè 6 ïîâòîðîâ ëèáî öåëûé èíòðîí,
ñîäåðæàùèé UPS29 èç 17 ïîâòîðîâ

Êëåòêè

Äîëÿ EGFP-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê, % (ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè)

êóëüòèâèðîâàíèå 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèå 48 ÷

áåç
âñòàâêè

èíòðîí
àëëåëü,

17 ïîâòî-
ðîâ

àëëåëü,
6 ïîâòî-

ðîâ

áåç
âñòàâêè

èíòðîí
àëëåëü,

17 ïîâòî-
ðîâ

àëëåëü,
6 ïîâòî-

ðîâ

HeLa 1.1
(1+)

0.9
(1+)

1.0
(1+)

0.9
(1+)

1.1
(1+)

1.0
(1+)

1.0
(1+)

0.8
(1+)

F9: íåäèôôåðåíöèðîâàí-
íûå

1.3
(1+)

1.3
(2+)

1.2
(2+)

0
(1+)

1.2
(1+)

1.4
(1+)

1.1
(2+)

1.2
(1+)

íà÷àëî äèôôåðåíöèðîâ-
êè ïî ÍÒ

3.0
(2+)

3.5
(3+)

8.0
(3+)

6.2
(23+)

2.3
(1+)

4.5
(3+)

89.1
(3+)

8.2
(3+)

äèôôåðåíöèðîâàííûå ïî
ÍÒ

1.2
(2+)

38.1
(4+)

26.6
(4+)

18.3
(3+)

2.4
(2+)

43.3
(3+)

25.5
(4+)

22.4
(3+)

àñòðîöèòû êðûñû, ïåð-
âè÷íàÿ êóëüòóðà

0 81
(1+)

78
(2+)

82
(2+)

2
(1+)

81
(2+)

82
(2+)

79
(2+)

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè EGFP îöåíèâàëè âèçóàëüíî êàê ñëàáîå ñâå÷åíèå (1+), ñðåäíåå (2+), ñèëüíîå
(3+) è î÷åíü ñèëüíîå (4+). ÍÒ — íåéðîíàëüíûé òèï.



åìûé ýíõàíñåðíûé ýôôåêò äëèííîãî àëëåëÿ 5-HTTLPR.
Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî àíàëîãè÷íûå ñâîéñòâà áûëè âûÿâ-
ëåíû è äëÿ äðóãèõ ìèíè-ñàòåëëèòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé êàê èç èíòðîííûõ, òàê è èç 5R- è 3R-íåòðàíñëèðóåìûõ
ðàéîíîâ ãåíîâ (Oshima et al., 1990; Trepicchio, Krontiris,
1992; Hasan et al., 1994). Ïî-âèäèìîìó, ôàêòîðû òðàíñ-
êðèïöèè YB-1, USF2 è CTCF, äëÿ êîòîðûõ ðàíåå áûëà
ïîêàçàíà ñïåöèôè÷íîñòü ýêñïðåññèè èìåííî â êëåòêàõ
íåéðîíàëüíîãî òèïà (Klenova et al., 2004), ñïåöèôè÷åñêè
ñâÿçûâàþòñÿ ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ìèíè-ñàòåëëèòà
5-HTTLPR ãåíà 5-HTT è ìîãóò îáóñëîâëèâàòü òêàíåñïå-
öèôè÷íûå (íåéðîí-ñïåöèôè÷íûå) ýíõàíñåðíûå ñâîéñòâà
äëèííîãî àëëåëÿ ìèíè-ñàòåëëèòà 5-HTTLPR.

Ïðîâåäåííûé íàìè ðàíåå (Øóáèíà è äð., 2009) ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû TESS (http://www.cbil.upenn.edu/tess)
àíàëèç in silico UPS29 íà íàëè÷èå ïîòåíöèàëüíûõ ñàéòîâ
ñâÿçûâàíèÿ ÒÔ ïîêàçàë, ÷òî àëëåëü UPS29 èç 17 ïîâòîðÿ-
þùèõñÿ åäèíèö, íåñìîòðÿ íà ðàçëè÷èÿ â íóêëåîòèäíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ UPS29 è 5-HTTLPR, òàê æå êàê è
5-HTTLPR, èìååò ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ ñ USF (17 ñàéòîâ) è
YB-1 (28 ñàéòîâ), íî â îòëè÷èå îò 5-HTTLPR íå ñîäåðæèò
ñàéòîâ äëÿ ñâÿçûâàíèÿ CTCF. Â îáîèõ ìèíè-ñàòåëëèòàõ
åñòü ñàéòû äëÿ òàêèõ ïîâñåìåñòíî ýêñïðåññèðóþùèõñÿ
ÒÔ, êàê SP1 è CACCC-ñâÿçûâàþùèé áåëîê, à òàêæå ÒÔ,
ñïåöèôè÷íûå äëÿ êëåòîê íåðâíîé ñèñòåìû, — C/EBP è
AP-2, ïðè÷åì èõ îáíàðóæåíî íàìíîãî áîëüøå â UPS29
(31 ñàéò), ÷åì â 5-HTTLPR (6 ñàéòîâ). Êðîìå òîãî, â
UPS29 åñòü ïîòåíöèàëüíûå ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ åùå ñ ÷å-
òûðüìÿ ÒÔ, òàêæå îáíàðóæåííûìè â öåíòðàëüíîé è ïåðè-
ôåðè÷åñêîé íåðâíîé ñèñòåìå, à èìåííî CREB (12 ñàéòîâ),
BTEB (7 ñàéòîâ), n-Myc (11 ñàéòîâ) è Max-1 (14 ñàéòîâ).
Ýòè äàííûå ãîâîðÿò â ïîëüçó òîãî, ÷òî ñ ìèíè-ñàòåëëèò-
íîé âñòàâêîé UPS29, íàõîäÿùåéñÿ â ðåïîðòåðíûõ êîíñò-
ðóêöèÿõ pR29-UPS1500, pR29-UPS900 è pR29-UPS400,
ñïîñîáíû âçàèìîäåéñòâîâàòü ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè, ýêñ-
ïðåññèðóþùèåñÿ â êëåòêàõ íåéðîíàëüíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ, òåì ñàìûì îáóñëîâëèâàÿ ýêñïðåññèþ ðåïîðòåðíîãî
ãåíà EGFP èìåííî â êëåòêàõ íåéðîíàëüíîãî òèïà. Ñëåäó-
åò îñîáî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî, íàïðèìåð, òàêîé ÒÔ, êàê AP-2,
íà÷èíàåò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ â êëåòêàõ ïîä äåéñòâèåì ðå-
òèíîåâîé êèñëîòû è âàæåí ïðè äèôôåðåíöèðîâêå è ðàçâè-
òèè íåðâíîé ñèñòåìû (Williams et al., 1988; Williams, Tji-
an, 1991; Le Douarin et al., 1993). Âîçìîæíî, è ïî ýòîé
ïðè÷èíå ìû íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà EGFP-ïî-
ëîæèòåëüíûõ êëåòîê F9 ïîñëå èõ äèôôåðåíöèðîâêè ïî
íåéðîíàëüíîìó ïóòè. Êðîìå òîãî, îïèñàíû ñëó÷àè îäíî-
âðåìåííîé ëîêàëèçàöèè â ðåãóëÿòîðíûõ îáëàñòÿõ ñàéòîâ
äëÿ ÒÔ USF1, USF2 è AP-2 (Coulson et al., 1999; Gerrard et
al., 2005), è èìåííî èõ î÷åíü ìíîãî â ìèíè-ñàòåëëèòå
UPS29. Ïîýòîìó íå èñêëþ÷àåòñÿ èõ êîîïåðàòèâíîå âçàè-
ìîäåéñòâèå, îáóñëîâëèâàþùåå ýíõàíñåðíûå ñâîéñòâà
UPS29. Ýòè äàííûå ãîâîðÿò â ïîëüçó ïðåäïîëàãàåìîé
(Umesono et al., 1991) ðîëè òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ êàê ìè-
øåíåé â êëåòî÷íîì îòâåòå íà âîçäåéñòâèå ðàçëè÷íûõ
âíåøíèõ è âíóòðåííèõ ôàêòîðîâ, íàïðèìåð ðåòèíîåâîé
êèñëîòû.

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäñòàâëåííûå çäåñü äàííûå åùå ðàç
ãîâîðÿò â ïîëüçó âàæíîñòè íåêîäèðóþùèõ òàíäåìíî ïî-
âòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ â ðåãóëÿöèè ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ è èõ òêàíåñïåöèôè÷íîé ðåãóëÿòîðíîé ôóí-
êöèè. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî òàêèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, â ÷à-
ñòíîñòè, ìîãóò ÿâëÿòüñÿ ãåíåòè÷åñêèìè ìîäóëÿòîðàìè
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìîçãà, îáóñëîâëèâàòü îñîáåííîñòè
âûñøåé íåðâíîé äåÿòåëüíîñòè, åãî ïñèõè÷åñêîé (ïîâå-
äåí÷åñêîé) ñîñòàâëÿþùåé (Fondon et al., 2008). Ïîëó÷åí-

íûå ðåçóëüòàòû òàêæå óêàçûâàþò íà âîçìîæíûé
ìåõàíèçì ðåãóëÿòîðíîé ôóíêöèè âíóòðèèíòðîííîãî ìè-
íè-ñàòåëëèòà UPS29 êàê äîïîëíèòåëüíîãî ýíõàíñåðíîãî
ýëåìåíòà. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êîëè÷åñòâåííûå îò-
êëîíåíèÿ îò íîðìû â ðàçìåðå ìèíè-ñàòåëëèòà UPS29
(â ñòîðîíó óêîðî÷åíèÿ àëëåëåé) áóäóò ñíèæàòü óðîâåíü
ýêñïðåññèè êàê ãåíà, â êîòîðîì ëîêàëèçîâàí äàííûé ìè-
íè-ñàòåëëèò, òàê è, âîçìîæíî, áîëåå îòäàëåííûõ ãåíîâ â
òîé æå õðîìîñîìå, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ìîæåò ïðèâîäèòü
ê íåâðîëîãè÷åñêèì ïàòîëîãèÿì. Äëÿ áîëåå îïðåäåëåí-
íûõ âûâîäîâ îòíîñèòåëüíî âëèÿíèÿ ðàçìåðà àëëåëÿ ìè-
íè-ñàòåëëèòà UPS29 íà óðîâåíü ýêñïðåññèè íåîáõîäèìî
ïðîâåäåíèå áîëåå òî÷íîãî êîëè÷åñòâåííîãî èññëåäîâàíèÿ
óðîâíÿ ýêñïðåññèè ñ áîëüøèì ÷èñëîì êëåòîê è ïðè
èñïîëüçîâàíèè áîëåå òî÷íûõ, ÷åì âèçóàëüíîå íàáëþäå-
íèå, ìåòîäîâ. Ýòà ðàáîòà â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàìè ïðîâî-
äèòñÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 08-04-12167 è 09-04-92425ÊÝ).
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HUMAN INTRA-INTRONIC MINISATELLITE UPS29 ASSOCIATED

WITH NEUROLOGICAL DISEASES REGULATES REPORTER GENE EGFP

EXPRESSION DEPENDING ON CELL TYPE
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Earlier, it was established that polymorphism of minisatellite UPS29 located in one of introns of human ge-
ne CENTB5 (ACAP3) was associated with Parkinson’s disease and epilepsy. The main aim of this work was to
elucidate if that minisatellite could regulate reporter gene activity, and if such activity was tissue (cell)-specific.
To this end there was used transient transfection of HeLa cells, mouse embryonal carcinoma line F9, and rat ast-
rocytes cultures with plasmides which contained reporter gene EGFP under eukaryotic promoter ROSA26 and
different allelles of minisatellite UPS29. It was found that UPS29 possessed enhancer-like activity in neuronal
type cells.

K e y w o r d s: minisatellite UPS29, CENTB5, intron, enhancer, reporter gene, transient transfection, mouse
embryonal carcinoma F9, HeLa cells, rat astrocytes.
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