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Èññëåäîâàíèå òðàíñêðèïöèîííîé ðåãóëÿöèè ãåíà Oct4 ÷åðåç åãî äèñòàëüíûé ýíõàíñåð

Èññëåäîâàíèÿ ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà Oct4 â ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ìûøè âûÿâèëè
êëþ÷åâîé ýëåìåíò — äèñòàëüíûé ýíõàíñåð (ÄÝ). ÄÝ ñîñòîèò èç äâóõ ôóíêöèîíàëüíûõ ýëåìåíòîâ —
ÄÝà è ÄÝá. Îáà ýëåìåíòà ÄÝ íåîáõîäèìû äëÿ ïîëíîöåííîé ýêñïðåññèè Oct4 â ïëþðèïîòåíòíûõ êëåò-
êàõ. Íàèáîëåå âåðîÿòíûì êàíäèäàòîì íà ñâÿçûâàíèå ñ ó÷àñòêîì ÄÝá ÿâëÿåòñÿ ñàì áåëîê Oct4, ãåòåðîìå-
ðèçîâàííûé ñ Sox2. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè îñòàåòñÿ íåâûÿñíåííûì, êàêèå òðàíñêðèïöèîííûå áåëêè
ñâÿçûâàþòñÿ ñ ó÷àñòêîì ÄÝà è êàêèì îáðàçîì îñóùåñòâëÿåòñÿ êîîïåðàöèÿ ìåæäó ÄÝà è ÄÝá. Áëàãîäàðÿ
èñïîëüçîâàíèþ áèîòèíèëèðîâàííûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ íàìè áûë íàëàæåí ÷óâñòâèòåëüíûé ìåòîä
ãåëü-ðåòàðäàöèè ÄÍÊ-áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ. Ñ ïîìîùüþ ýòîãî ìåòîäà è ìåòîäîâ õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî
ôðàêöèîíèðîâàíèÿ áåëêîâ â ýêñòðàêòàõ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è òêàíåé ìûøè áûëè îïðåäå-
ëåíû áåëêè, ñïåöèôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÝà ãåíà Oct4.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Oct4, äèñòàëüíûé ýíõàíñåð, ðåãóëÿöèÿ òðàíñêðèïöèè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÝ — äèñòàëüíûé ýíõàíñåð, ÝÑ — ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå, ÏÝ —
ïðîêñèìàëüíûé ýíõàíñåð, ÏÏ — ïðîêñèìàëüíûé ïðîìîòîð.

Oct4 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ òðàíñêðèïöèîííûõ
ôàêòîðîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ïîääåðæàíèÿ ïëþðèïîòåíò-
íîñòè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ (ÝÑ) êëåòîê. Ñðåäè
ãðóïïû òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ
ñîçäàíèÿ èíäóöèðîâàííûõ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê, Oct4 îêàçàëñÿ åäèíñòâåííûì èç âñåõ íåîáõîäè-
ìûì ôàêòîðîì (Takahashi, Yamanaka, 2006; Maherali,
Hochedlinger, 2008).

Ýêñïðåññèÿ ãåíà Oct4 ïîäâåðãàåòñÿ äîâîëüíî ñëîæ-
íîé ðåãóëÿöèè. Ïîíèæåíèå êîíöåíòðàöèè Oct4 íà 50 %
âåäåò ê çàïóñêó äèôôåðåíöèðîâêè ñòâîëîâûõ êëåòîê â
òðîôîáëàñòû. Ïîâûøåíèå åãî êîíöåíòðàöèè â 2 ðàçà òàê-
æå ïðèâîäèò ê äèôôåðåíöèðîâêå, íî óæå â ïðèìèòèâíóþ
ýíäîäåðìó è ìåçîäåðìó (Niwa et al., 2000).

Ñàéò èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíà Oct4 cîäåðæèò 3
ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòà — ÄÝ, ïðîêñèìàëüíûé ýíõàíñåð
(ÏÝ) è ïðîêñèìàëüíûé ïðîìîòîð (ÏÏ) (Okazawa et al.,
1991; Minucci et al., 1996; Yeom et al., 1996). Àêòèâíîñòü
ýíõàíñåðîâ çàâèñèò îò ñòàäèè ðàçâèòèÿ ìûøèíîãî ýìáðè-
îíà. ÄÝ óïðàâëÿåò ýêñïðåññèåé Oct4 âî âíóòðåííåé êëå-
òî÷íîé ìàññå, â ÝÑ êëåòêàõ è ó ïðåäøåñòâåííèêîâ ïîëî-
âûõ êëåòîê, à ÏÝ àêòèâèðóåò ýêñïðåññèþ â êëåòêàõ ýïè-
áëàñòà (Pesce, Scholer, 2001; Chambers, Smith, 2004;
Boiani, Scholer, 2005). Ýòè òðè ýëåìåíòà ñëóæàò ìèøåíÿ-
ìè äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ, à íà áîëåå ïîçä-
íèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ ýìáðèîíà — ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ.
Ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ ýòèõ ýëåìåíòîâ îòðàæàåò òðàíñ-
êðèïöèîííûé ñòàòóñ Oct4. Â ÝÑ-êëåòêàõ îíè íå ìåòèëè-
ðîâàíû, íî ìåòèëèðîâàíû â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ, ãäå

Oct4 íå ýêñïðåññèðóåòñÿ. Â òå÷åíèå äèôôåðåíöèðîâêè
â ÝÑ êëåòêàõ çà ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ îòâåòñòâåííû de no-
vo ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàçû Dnmt3a è Dnmt3b (Li et al.,
2007), êîòîðûå â ñâîþ î÷åðåäü íàõîäÿòñÿ ïîä êîíòðî-
ëåì ìèêðîÐÍÊ (miR-290—miR-295), a òàêæå ðåïðåññî-
ðà òðàíñêðèïöèè Rbl2 (Sikkonen et al., 2008). Âî âðåìÿ äå-
äèôôåðåíöèðîâêè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê è äîñòèæå-
íèÿ èìè ïëþðèïîòåíòíîñòè Oct4 ñòàíîâèòñÿ àêòèâíûì
îäíîâðåìåííî ñ äåìåòèëèðîâàíèåì ÄÍÊ (Byrne et al.,
2003; Kimura et al., 2004; Maherali et al., 2007; Okita et al.,
2007).

Ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ÝÑ êëåòîê ìûøè â îáëàñòè
ÏÏ ãåíà Oct4 ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå ïîñòòðàíñëÿöèîí-
íûõ ìîäèôèêàöèé íåêîòîðûõ ãèñòîíîâ. Ìàðêåðû àêòèâ-
íûõ ãåíîâ (H3K9ac, H3K14ac è H3K4me) çàìåíÿþòñÿ íà
ìàðêåðû íåàêòèâíûõ (H3K9me2 è H3K9me3) (Feldman et
al., 2006). Ìåòèëèðîâàíèå ëèçèíîâ â ñâîþ î÷åðåäü ïðè-
âëåêàåò áåëîê ãåòåðîõðîìàòèíà 1 (HP1), ôîðìèðîâàíèå
ãåòåðîõðîìàòèíà è ïîëíûé ñàéëåíñèíã Oct4. Èç ôåðìåí-
òîâ, íåîáõîäèìûõ â ïðîöåññå ìåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ,
íàèáîëåå èçâåñòíà ìåòèëòðàíñôåðàçà G9a (Tachibana et
al., 2002; Feldman et al., 2006; Kellner, Kikyo, 2010).

Êîìïëåêñ Paf1 ñâÿçûâàåòñÿ ñ ÏÏ ëîêóñà ãåíà Oct4, íî
èñ÷åçàåò âî âðåìÿ äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑ êëåòîê. Íîêäàóí
êàæäîé èç 5 ñóáúåäèíèö êîìïëåêñà óãíåòàåò ìÐÍÊ Oct4 è
èíäóöèðóåò äèôôåðåíöèðîâêó ÝÑ êëåòîê. Íàîáîðîò, óñè-
ëåííàÿ ýêñïðåññèÿ ñóáúåäèíèö êîìïëåêñà Paf1 ïîääåðæè-
âàåò ýêñïðåññèþ Oct4 è áëîêèðóåò äèôôåðåíöèðîâêó ÝÑ
êëåòîê (Ding et al., 2009; Kellner, Kikyo, 2010).
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Ïåðâûå äàííûå îá àêòèâàöèè ãåíîâ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòÿìè, óäàëåííûìè îò ïðîìîòîðîâ, ïîÿâèëèñü îêîëî
30 ëåò íàçàä (Banerji et al., 1981; Moreau et al., 1981). Âî-
ïðåêè îïðåäåëåííûì óñïåõàì â ïîíèìàíèè ðàçíîîáðàçèÿ
è ñëîæíîñòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ äèñòàëüíûõ ðåãóëÿòîð-
íûõ ýëåìåíòîâ ñåé÷àñ ñòàíîâèòñÿ ÿñíî, ÷òî áîëüøèíñòâî
îñíîâíûõ âîïðîñîâ äàëåêî îò ñâîåãî ðàçðåøåíèÿ. Ïî íå-
êîòîðûì îöåíêàì, â ðåãóëÿöèè íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ òû-
ñÿ÷ ãåíîâ â ãåíîìå ìëåêîïèòàþùèõ ìîæåò ó÷àñòâîâàòü äî
1 ìëí ýíõàíñåðîâ (Bulger, Croudine, 2010). Ýíõàíñåðû ñî-
ñòàâëÿþò ïåðâè÷íóþ îñíîâó íå òîëüêî ïðè äèôôåðåíöèà-
öèè êëåòîê, íî è èìåþò êëþ÷åâîå çíà÷åíèå â ïîääåðæà-
íèè ïëþðèïîòåíòíîñòè ñòâîëîâûõ êëåòîê, ìåõàíèçìàõ
ìíîãèõ çàáîëåâàíèé è ýâîëþöèè. Ýíõàíñåðû ó÷àñòâóþò
âî âçàèìîñâÿçè òðàíñêðèïöèè, ñòðóêòóðíûõ è ýïèãåíåòè-
÷åñêèõ èçìåíåíèé õðîìàòèíà, íåêîäèðóþùèõ ÐÍÊ è
ÿäåðíûõ îðãàíåëë (Bulger, Croudine 2011; Palstra, Gros-
veld, 2012).

ÄÝ ãåíà Oct4 ìûøè ñîñòîèò èç äâóõ ôóíêöèîíàëüíûõ
ýëåìåíòîâ — ÄÝà è ÄÝá (Site 2A è Site 2B), è îáà íåîáõî-
äèìû äëÿ ïîëíîöåííîé ýêñïðåññèè ãåíà Oct4 â ïëþðèïî-
òåíòíûõ êëåòêàõ. Íàèáîëåå âåðîÿòíûìè êàíäèäàòàìè íà
ñâÿçûâàíèå ñ ó÷àñòêîì ÄÝá ÿâëÿåòñÿ ñàì áåëîê Oct4, ãå-
òåðîìåðèçîâàííûé ñ Sox2 (Okumura-Nakanishi et al.,
2005). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü CCCCTCCCCCC (ðèñ. 1) ñàé-
òà ÄÝà áûëà âïåðâûå èäåíòèôèöèðîâàíà ïî ñïåöèôè÷å-
ñêîé óñòîé÷èâîñòè ê õèìè÷åñêèì ìîäèôèêàöèÿì in vivo â
ÝÑ êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ Oct4 (Minucci et al., 1996).
Ïîçäíåå áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî äåëåöèè â îáëàñ-
òè ÄÝà íà 50—70 % ñîêðàùàþò àêòèâíîñòü ýíõàíñåðà,
åñëè îíè ëîêàëèçîâàíû èìåííî â ñàéòå ÄÝà, è íå âëèÿþò
íà àêòèâíîñòü, åñëè ðàñïîëîæåíû çà ïðåäåëàìè ñàéòà ÄÝà
(Okumura-Nakanishi et al., 2005). Îäíàêî ñåðèè ìóòàöèé â
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÝà íå âûÿâèëè âëèÿíèÿ íà àêòèâ-
íîñòü ÄÝ (Okumura-Nakanishi et al., 2005). Íà âàæíóþ
ðîëü ÄÝà óêàçûâàåò òàêæå âûñîêèé êîíñåðâàòèçì ýòîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îáíàðóæåííûé â ãåíàõ Oct4 ÷åëîâå-
êà, ìûøè è áûêà (Nordoff et al., 2001).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îñòàåòñÿ íåâûÿñíåííûì, êàêèå
òðàíñêðèïöèîííûå áåëêè ñâÿçûâàþòñÿ ñ ó÷àñòêîì ÄÝà è
êàêèì îáðàçîì îñóùåñòâëÿåòñÿ êîîïåðàöèÿ ìåæäó ÄÝà è
ÄÝá. Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû — âûäåëåíèå è îïðåäåëå-
íèå ñïåöèôè÷íîñòè áåëêîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ ÄÝà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å ý ê ñ ò ð à ê ò î â. Èññëåäóåìûå êëåòêè è
òêàíè ïðîìûâàëè ñ ïîìîùüþ PBS íà ëüäó. Äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ ýêñòðàêòîâ êëåòêè èëè òêàíè ãîìîãåíèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ãîìîãåíèçàòîðà Äàóíñà â 2 îáúåìàõ áóôåðà ñëåäó-
þùåãî ñîñòàâà: 20 ìÌ Tris-HCl, pH 8.0, 25 % ãëèöåðèíà,
150 ìÌ NaCl, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 5 ìÌ ÄÒÒ, ñîäåðæàùåãî
1-êðàòíûé êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç (Complete
Roche, Ãåðìàíèÿ). Ãîìîãåíàòû öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
14 000 g â òå÷åíèå 10 ìèí. Ñóïåðíàòàíòû ñîáèðàëè è õðà-
íèëè ïðè –70 °C.

Ã å ë ü-ð å ò à ð ä à ö è ÿ. 90 ôåìòîìîëåé (2 íã) áèîòèíè-
ëèðîâàííîé ÄÍÊ-ïðîáû ñìåøèâàëè ñ 3 ìêë áåëêîâîãî
îáðàçöà â 15 ìêë 10 ìÌ Tris-HCl-áóôåðà, pH 7.6, ñîäåð-
æàùåãî 10 % ãëèöåðèíà, 0.14 Ì NaCl, 0.5 ìÌ ÝÄÒÀ,
0.05 % Òðèòîíà Õ-100, 0.1 ìã/ìë áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî
àëüáóìèíà (ÁÑÀ), 0.1 ìã/ìë poly(dI-dC) (Amersham, Ãåð-
ìàíèÿ), 5 ìÌ ÄÒÒ, 1-êðàòíûé êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðî-
òåàç (Complete Roche, Ãåðìàíèÿ), è èíêóáèðîâàëè 20 ìèí

ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì îáðàçöû ðàçäåëÿëè
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â 6%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå,
ïðèãîòîâëåííîì íà 0.5-êðàòíîì TBE, è ïåðåíîñèëè íà
íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó. Ìåìáðàíó áëîêèðîâàëè â
2.5%-íîì ðàñòâîðå ÁÑÀ, ïðèãîòîâëåííîì íà PBS, â òå÷å-
íèå 30 ìèí, èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå â ïðèñóòñòâèè êîíúþãàòà Streptavidin-HRP (Sigma,
ÑØÀ) ïðè ðàçâåäåíèè 1 : 20 000 áóôåðîì äëÿ áëîêèðîâà-
íèÿ. Ïîñëå ýòîãî ìåìáðàíó îòìûâàëè 30 ìèí â áóôåðå
äëÿ áëîêèðîâàíèÿ, äâàæäû ïî 30 ìèí â PBST (PBS, ñîäåð-
æàùèé 0.2%-íûé Tween 20) è 10 ìèí â PBS. Âèçóàëèçà-
öèþ õåìèëþìèíåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ íà ìåìáðàíå îñóùå-
ñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ SuperSignal West Pico Chemilumines-
cent Substrate (Thermo Scientific, ÑØÀ) íà ïðèáîðå
ChemiDoc XRC (Bio Rad, ÑØÀ). Èíòåíñèâíîñòü ñèãíàëîâ
îïðåäåëÿëè ïðè ïîìîùè äåíñèòîìåòðèðîâàíèÿ, èñïîëü-
çóÿ ïðîãðàììó Quantity One.

Ð à ñ ï ð å ä å ë è ò å ë ü í à ÿ õ ð î ì à ò î ã ð à ô è ÿ ý ê ñ ò-
ð à ê ò à ì î ç ã à ì û ø è í à ê î ë î í ê å ô å í è ë - ñ å ô à -
ð î ç û. Êîëîíêà 8 � 0.8 ñì Phenyl Sepharose CL 4B (Phar-
macia, Øâåöèÿ) áûëà óðàâíîâåøåíà ñ ïîìîùüþ 50 ìÌ
Tris-HCl-áóôåðà, pH 8.0, ñîäåðæàùåãî 0.5 M NaCl, 1 ìÌ
ÝÄÒÀ è 5 ìÌ ÄÒÒ. Ýëþöèþ âåëè â 70 ìë áóôåðà ñ ëè-
íåéíûì ãðàäèåíòîì êîíöåíòðàöèé NaCl (îò 0.5 äî 0.1 Ì)
è ýòèëåíãëèêîëÿ (îò 0 äî 50 %). Ñêîðîñòü ýëþöèè ñîñòàâ-
ëÿëà 3 ìë/÷, îáúåì ôðàêöèé — 2 ìë.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Áëàãîäàðÿ èñïîëüçîâàíèþ íåðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûõ
îëèãîíóêëåîòèäîâ íàìè áûë íàëàæåí ÷óâñòâèòåëüíûé
ìåòîä ãåëü-ðåòàðäàöèè êîìïëåêñîâ ÄÍÊ—áåëîê. Äëÿ
ýòîãî áûëè ïîëó÷åíû 5�-áèîòèíèëèðîâàííûå îëèãîíóê-
ëåîòèäû. Ïîñëå îòæèãà, ýëîíãàöèè è î÷èñòêè äâóõöåïî-
÷å÷íûõ ôðàãìåíòîâ áûëè îòðàáîòàíû óñëîâèÿ ðåàêöèè
ñâÿçûâàíèÿ, ïåðåíîñà è âèçóàëèçàöèè ñèãíàëîâ. Ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè ÄÍÊ, èñïîëüçóåìûå â ðàáîòå, ïðåäñòàâëåíû
íà ðèñ. 1. Íà ðèñóíêå ïîêàçàíû íåìå÷åíûå ôðàãìåíòû
ÄÍÊ äèêîãî òèïà (ÄÝà) è òðåõ ìóòàíòíûõ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ — ÄÝà ì1, ÄÝà ì2 è ÄÝà ì3. Ìóòàíòíûå ôðàãìåí-
òû ïðèìåíÿëè äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ñïåöèôè÷íîñòè âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñ áåëêîì.

Íà ðèñ. 2 ïîêàçàíî îáðàçîâàíèå óñòîé÷èâîãî êîìï-
ëåêñà áåëêîâ ýêñòðàêòà ÝÑ êëåòîê ìûøè ñ áèîòèí-ÄÝà.
Â ëåâîé ÷àñòè ðèñóíêà ïðåäñòàâëåíà îöåíêà ìèíèìàëüíî-
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Ðèñ. 1. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, èñïîëüçóåìûå â ðàáîòå.

ÄÝà — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äèêîãî òèïà. Äèñòàëüíûé ýíõàíñåð ãåíà
Oct4 âûäåëåí ñòðî÷íûìè áóêâàìè. ÄÝà ì1, ÄÝà ì2 è ÄÝà ì3 — ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ñ âíåñåííûìè ìóòàöèÿìè. Ìóòàöèè âûäåëåíû ïîä÷åðêè-

âàíèåì.



ãî êîëè÷åñòâà áåëêîâîãî ýêñòðàêòà, íåîáõîäèìîãî äëÿ îá-
ðàçîâàíèÿ õîðîøî âèäèìîãî êîìïëåêñà. Êàê âèäíî íà
ðèñ. 2, ÷òîáû ñâÿçàòü â êîìïëåêñ âñþ ÄÍÊ (áèîòèí-ÄÝà),
âíåñåííóþ â ðåàêöèîííóþ ñìåñü (2 íã), äîñòàòî÷íî îêîëî
0.3 ìêë (èëè 1 ìêã òîòàëüíîãî áåëêà) ýêñòðàêòà ÝÑ êëå-
òîê. Ýòî ãîâîðèò î âûñîêîì ñîäåðæàíèè áåëêîâ, âçàèìî-
äåéñòâóþùèõ ñ ÄÝà. Êðîìå ýòîãî, ìîæíî îòìåòèòü îáðà-
çîâàíèå íå ìåíåå äâóõ êîìïëåêñîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè. Ïðàâàÿ ÷àñòü ðèñóí-
êà èëëþñòðèðóåò êîíêóðåíòíîå âûòåñíåíèå èç êîìïëåêñà
ìå÷åíîé ÄÍÊ-ïðîáû. Áûëî äîñòàòî÷íî 50-êðàòíîãî èç-
áûòêà õîëîäíîãî ÄÝà, ÷òîáû ïî÷òè ïîëíîñòüþ âûòåñíèòü
áèîòèí-ÄÝà. Ýòî ïîäòâåðæäàåò ñïåöèôè÷íîñòü âçàèìî-
äåéñòâèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÝà è áåëêîâ.

Ïðè èññëåäîâàíèè áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðàáîòå ÄÝ
ãåíà Oct4, ìåòîäîì ãåëü-ðåòàðäàöèè ðàíåå áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî ñàéò ÄÝà âçàèìîäåéñòâóåò ñ áåëêîì, ïðèñóòñòâó-
þùèì êàê â ÝÑ êëåòêàõ D3, òàê è â êëåòêàõ NIH 3Ò3
(Okumura-Nakanishi et al., 2005). Òàêèì îáðàçîì, ñïåöè-
ôè÷íîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ ñ áåëêàìè òîëüêî èç ýêñòðàê-
òîâ ÝÑ êëåòîê, õàðàêòåðíîé äëÿ ñàéòà ÄÝá, â ñëó÷àå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ñ ñàéòîì ÄÝà íå áûëî. Íà îñíîâå ýòèõ äàí-
íûõ íàìè áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî áåëêè,
âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ ÄÝà, ýêñïðåññèðóþòñÿ êàê â ÝÑ
êëåòêàõ, òàê è â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ òêàíåé
âçðîñëîãî îðãàíèçìà. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ
áûëè ïîëó÷åíû è ïðîòåñòèðîâàíû ýêñòðàêòû íåêîòîðûõ
òêàíåé âçðîñëûõ ìûøåé íà âçàèìîäåéñòâèå ñ ÄÝà ìåòî-
äîì ãåëü-ðåòàðäàöèè. Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû
ýòîãî òåñòèðîâàíèÿ. Êàê âèäíî èç ðèñóíêà, âî âñåõ ñëó÷à-
ÿõ íàáëþäàëîñü îáðàçîâàíèå êîìïëåêñîâ, ñâÿçûâàþùèõ
ÄÝà, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÝÑ êëåòîê. Èñõîäÿ èç ýòîãî ìîæíî
ïîëàãàòü, ÷òî ñàéò ÄÝà âçàèìîäåéñòâóåò ñ îäèíàêîâûì
áåëêîì (áåëêàìè), ýêñïðåññèðóþùèìñÿ êàê â ÝÑ, òàê è â
äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ. Ïî-âèäèìîìó, ýòî íåîá-
õîäèìî äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ôóíêöèè, õàðàêòåðíîé äëÿ
âñåõ òèïîâ êëåòîê. Ýòîé ôóíêöèåé, íàïðèìåð, ìîæåò

áûòü âçàèìîäåéñòâèå ñ êîíñòèòóòèâíûìè ñòðóêòóðàìè
õðîìàòèíà, íåîáõîäèìûìè äëÿ ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè
äàííîãî ãåíà.

Äëÿ ïîñëåäóþùåãî èññëåäîâàíèÿ ñâîéñòâ è èäåíòè-
ôèêàöèè áåëêîâ êîìïëåêñà áûëà ïðîâåäåíà õðîìàòîãðà-
ôè÷åñêàÿ î÷èñòêà áåëêîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ ÄÝà. Èç
ðÿäà õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ïðîöåäóð ìåòîä ðàñïðåäåëè-
òåëüíîé õðîìàòîãðàôèè ïîçâîëèë ïîëó÷èòü âûñîêóþ ýô-
ôåêòèâíîñòü î÷èñòêè è äàâàë çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêèé
êîëè÷åñòâåííûé âûõîä èññëåäóåìûõ áåëêîâ ïî ñðàâíå-
íèþ ñ äðóãèìè ìåòîäàìè. Â ðåçóëüòàòå ðàñïðåäåëèòåëü-
íîé õðîìàòîãðàôèè ýêñòðàêòà ìîçãà ìûøè áûëè ïîëó÷å-
íû äâå áåëêîâûå ôðàêöèè, ñïîñîáíûå ê îáðàçîâàíèþ
êîìïëåêñîâ ñ ÄÝà (f27 è f33, ðèñ. 4). Ýëþöèÿ f27 ïðîèñ-
õîäèëà ïðè 0.22 Ì NaCl è 35%-íîé êîíöåíòðàöèè ýòèëåí-
ãëèêîëÿ, à f33 — ïðè 0.13 Ì NaCl è 43%-íîé êîíöåíòðà-
öèè ýòèëåíãëèêîëÿ. Â ïðîöåññå ïîèñêà ýôôåêòèâíûõ ìå-
òîäîâ î÷èñòêè áåëêîâ, ñâÿçûâàþùèõñÿ ñ ÄÝà, íàìè áûëè
àïðîáèðîâàíû äâà äðóãèõ ìåòîäà êîëîíî÷íîé õðîìàòîã-
ðàôèè — ãåëü-ôèëüòðàöèÿ íà êîëîíêå áèîãåëÿ Ð-200 (Bio
Rad, ÑØÀ) è èîíîîáìåííàÿ õðîìàòîãðàôèÿ íà êîëîíêå
DEAE-Sepharose Fast Flow (Pharmacia, Øâåöèÿ). Ãåëü-ôèëü-
òðàöèÿ íå áûëà äîñòàòî÷íî ýôôåêòèâíîé äëÿ î÷èñòêè èñ-
ñëåäóåìûõ áåëêîâ, îäíàêî ýòîò ìåòîä ïîçâîëÿë ñóäèòü î
ðàçìåðå áåëêîâ (èëè èõ êîìïëåêñîâ). Ìîë. ìàññà áåëêîâ
ñîñòàâëÿëà îò 40 äî 85 êÄà. Èîíîîáìåííàÿ õðîìàòîãðà-
ôèÿ íà êîëîíêå DEAE-ñåôàðîçû çíà÷èòåëüíî óñòóïàëà
ðàñïðåäåëèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèè â ýôôåêòèâíîñòè, è
ðàçäåëåíèÿ íà ôðàêöèè, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ýëåêòðîôîðå-
òè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè, íå íàáëþäàëè.

Ñ öåëüþ ïîäòâåðæäåíèÿ ñïåöèôè÷íîñòè âçàèìîäåé-
ñòâèÿ èññëåäîâàëè âçàèìîäåéñòâèå áèîòèí-ÄÝà è âûäå-
ëåííûõ ôðàêöèé áåëêîâ â ïðèñóòñòâèè 200-êðàòíîãî èç-
áûòêà íåìå÷åíûõ ôðàãìåíòîâ ÄÝ ñ âíåñåííûìè ìóòàöèÿ-
ìè (ðèñ. 1, 5). Ïðè âçàèìîäåéñòâèè ôðàêöèè f33 ñ
áèîòèí-ÄÝà â ïðèñóòñòâèè èçáûòêà ÄÝà m1 íàáëþäàëè

Èññëåäîâàíèå òðàíñêðèïöèîííîé ðåãóëÿöèè ãåíà Oct4 ÷åðåç åãî äèñòàëüíûé ýíõàíñåð 699

Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàòû òèòðîâàíèÿ äëÿ âûÿâëåíèÿ ìèíèìàëüíîãî
êîëè÷åñòâà ýêñòðàêòà ÝÑ êëåòîê ìûøè, íåîáõîäèìîãî äëÿ âè-
çóàëèçàöèè êîìïëåêñà ìåæäó áèîòèíèëèðîâàííûì îëèãîíóê-
ëåîòèäîì ÄÝà (+ áèîòèí-ÄÝà) è áåëêàìè ýêñòðàêòà (ñëåâà), è
ðåçóëüòàòû ãåëü-ðåòàðäàöèè, ïîêàçûâàþùèå ñíèæåíèå îáðàçî-
âàíèÿ êîìïëåêñà ïðè äîáàâëåíèè â ðåàêöèþ íåìå÷åíîãî ÄÝà
(+ ÄÝà) îò 0.5- äî 150-êðàòíîãî ìîëÿðíîãî èçáûòêà (ñïðàâà).

Ðèñ. 3. Ïðèñóòñòâèå áåëêîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ ÄÝà, â ýê-
ñòðàêòàõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê (êëåòêè 3T3 NIH) è òêà-
íåé ìûøè: òèìóñå, ìîçãå è ïå÷åíè (ïî äâà îáðàçöà ýêñòðàêòîâ

òêàíåé, ïîëó÷åííûõ îò ðàçíûõ æèâîòíûõ).
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Ðèñ. 4. Ðàñïðåäåëèòåëüíàÿ õðîìàòîãðàôèÿ ýêñòðàêòà ìîçãà ìûøè íà êîëîíêå ôåíèë-ñåôàðîçû CL-4B (Pharmacia, Øâåöèÿ).

à — õðîìàòîãðàììà; ýëþöèþ ïðîâîäèëè â 70 ìë 50 ìÌ Tris-HCl-áóôåðà, pH 8.0, ñîäåðæàùåãî 1 ìÌ EDTA è 5 ìÌ DTT, ñ ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì êîí-
öåíòðàöèé NaCl (îò 0.5 äî 0.1 Ì) è ýòèëåíãëèêîëÿ (îò 0 äî 50 %); f27 è f33 — íàçâàíèÿ ïèêîâ, ñîäåðæàùèõ áåëêè, ñïåöèôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ

ÄÝà. á — ãåëü-ðåòàðäàöèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ôðàêöèé.

Ðèñ. 5. Ãåëü-ðåòàðäàöèÿ êîìïëåêñà ñ áèîòèíèëèðîâàííûì ÄÝà
â ïðèñóòñòâèè 200-êðàòíîãî èçáûòêà íåìå÷åíûõ îëèãîíóêëåî-
òèäîâ ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ äèêîãî òèïà (wt) è èçìåíåííû-

ìè (ì1, ì2 è ì3) ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ÄÝà.

Âèäíî, ÷òî ìóòàöèÿ ì1 ïðèâîäèò ê ýëèìèíàöèè èíãèáèðîâàíèÿ îáðàçî-
âàíèÿ êîìïëåêñà ñ áèîòèíèëèðîâàííûì ÄÝà â ïðèñóòñòâèè f33 è f27, à

ìóòàöèÿ ì2 — òîëüêî â ïðèñóòñòâèè f27.

Ðèñ. 6. Äâóõìåðíûé ýëåêòðîôîðåç áåëêîâ ïèêà f33.

à: ñëåâà ïðåäñòàâëåí âåðòèêàëüíûé ôðàãìåíò ãåëÿ ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà
â 6%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå (ÏÀÀÃ), ïðèãîòîâëåííîì íà
0.5-êðàòíîì áóôåðå ÒÁÝ (ïåðâîå íàïðàâëåíèå, íàòèâíûå óñëîâèÿ);
ôðàãìåíò îêðàøåí ñ ïîìîùüþ Sypro Ruby Protein Stain (Invitrogen,
ÑØÀ); ñïðàâà — ìåìáðàíà ïîñëå îêðàñêè íà áèîòèí. Âåðõíèé ñèãíàë íà
ìåìáðàíå — çîíà ìèãðàöèè êîìïëåêñà, íèæíèé ñèãíàë — ñâîáîäíûé
ÄÝà. Ïóíêòèðíûìè ëèíèÿìè îáîçíà÷åíû ìåñòà îòðåçà ãåëÿ, ñîäåðæàùå-
ãî êîìïëåêñ. Âûðåçàííûé ôðàãìåíò ãåëÿ èñïîëüçîâàëè â ýëåêòðîôîðåçå
âòîðîãî íàïðàâëåíèÿ. á: ââåðõó — ìåìáðàíà, äåìîíñòðèðóþùàÿ ñèãíàë
íà áèîòèí, óêàçûâàþùèé ëîêàëèçàöèþ êîìïëåêñà; íèæå ïðåäñòàâëåí
ãåëü ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà âî âòîðîì íàïðàâëåíèè â 12%-íîì ÏÀÀÃ â
ïðèñóòñòâèè ÄÑÍ; îêðàñêà ñ ïîìîùüþ Sypro Ruby Protein Stain; ñòðåë-
êîé óêàçàí ñèãíàë îò áåëêà-êàíäèäàòà, îáðàçóþùåãî êîìïëåêñ ñ ÄÝà.
â — êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà, ïîêàçàí ôðàãìåíò ãåëÿ âòîðîãî íàïðàâëå-

íèÿ ñ ñèãíàëàìè îò 2, 10 è 50 íã ÁÑÀ.



ïîëíîå èíãèáèðîâàíèå êîíêóðåíòíîãî âëèÿíèÿ íà êîìï-
ëåêñ, òîãäà êàê âñå äðóãèå âàðèàíòû ìóòàöèé â êîíêóðè-
ðóþùåé ÄÍÊ ïîäàâëÿëè âçàèìîäåéñòâèå. Â ñëó÷àå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ôðàêöèè f27 ñ áèîòèí-ÄÝà èíãèáèðîâàíèå
êîíêóðåíòíûõ ñâîéñòâ ïðîÿâëÿëîñü óæå â äâóõ ñëó÷à-
ÿõ — ïðè âíåñåíèè ÄÝà m1 è ÄÝà m2. Ïî ýòèì ðåçóëüòà-
òàì ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ áåëêîì
ôðàêöèè f27 âàæíû ëåâàÿ è öåíòðàëüíàÿ ÷àñòè ñàéòà ÄÝà
è îêîëî ïÿòè ïàð îñíîâàíèé ñëåâà îò ÄÝà, òîãäà êàê äëÿ
áåëêà ôðàêöèè f33 âàæíû ëåâàÿ è öåíòðàëüíàÿ ÷àñ-
òè ÄÝà.

Èç ôðàêöèè áåëêîâ f33 â ðåçóëüòàòå äâóõìåðíîãî
ýëåêòðîôîðåçà, ïðîâåäåííîãî â íàòèâíûõ óñëîâèÿõ â ïåð-
âîì íàïðàâëåíèè, è â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ âî âòî-
ðîì íàïðàâëåíèè, óäàëîñü âûäåëèòü è îêðàñèòü áåëîê, ïî
ãîìîãåííîñòè è êîëè÷åñòâó óäîâëåòâîðÿþùèé ïðîâåäå-
íèå åãî èäåíòèôèêàöèè ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè
(ðèñ. 6). Áåëîê-êàíäèäàò, âçàèìîäåéñòâóþùèé ñ ÄÝà, óêà-
çàí íà ðèñóíêå ñòðåëêîé. Ýòîò áåëîê óäîâëåòâîðÿë âñåì
ïðåäúÿâëåííûì òðåáîâàíèÿì. Âî-ïåðâûõ, ïî ðåçóëüòàòàì
ýëåêòðîôîðåçà, åãî ìîë. ìàññà ñîñòàâèëà 60—70 êÄà, ÷òî
ñîîòâåòñòâîâàëî äèàïàçîíó ìîë. ìàññ ïî ðåçóëüòàòàì
ãåëü-ôèëüòðàöèè — îò 40 äî 85 êÄà. Âî-âòîðûõ, çîíà
ìèãðàöèè êîìïëåêñà è äàííîãî áåëêà â ïåðâîì íàïðàâëå-
íèè ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàëà. Â-òðåòüèõ, êîëè÷åñòâî áåëêà,
ðàññ÷èòàííîå íà îñíîâå êîëè÷åñòâà ÄÍÊ, ìèãðèðóþùåé â
êîìïëåêñå, ñîñòàâëÿëî íå ìåíåå 200 íã. Ââèäó òîãî ÷òî
íèêàêèõ äðóãèõ áåëêîâ â òàêèõ êîëè÷åñòâàõ íå íàáëþäà-
ëè â çîíå ìèãðàöèè êîìïëåêñà, ýòîò áåëîê áûë åäèíñòâåí-
íûì, óäîâëåòâîðÿþùèì äàííîìó òðåáîâàíèþ.
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INVESTIGATION OF TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF OCT4 (POU5F1) GENE

WITH DISTAL ENHANCER

I. B. Nazarov, V. A. Krasnoborova, A. G. Mittenberg, E. V. Chikhirzhina,

A. P. Davidov-Sinitzin, M. A. Liskovykh, A. N. Tomilin
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Investigations of transcriptional regulation of Oct4 gene in mouse embryonic stem cells have revealed an
important cis-element — the distal enhancer (DE). DE consists of two functionally significant elements — DEa
and DEb. Both elements are necessary to complete the DE-mediated expression of Oct4 gene in pluripotent
cells. The most likely candidates for the binding site DEb are Oct4 itself in complex with Sox2 protein. It rema-
ins unclear which transcriptional proteins bind to the DEa site and what is the mechanism of the co-operation
between the DEa and the DEb. Through the use of using the EMSA and chromatographic fractionation of prote-
ins from extracts of mouse embryonic stem cells and mouse tissues, were isolated proteins specifically interac-
ting with the sequence DEa Oct4 gene.

K e y w o r d s: Oct4, a distal enhancer, the regulation of transcription.
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