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Íîâûå êîìïëåêñû ãåííîé ýêñïðåññèè è èõ ðîëü â âîçíèêíîâåíèè è ýâîëþöèè ðîäà Homo

Ñ ïîìîùüþ ãåíåòè÷åñêîãî (äðîææåâîé äâóõãèáðèäíîé ñèñòåìû) è áèîõèìè÷åñêîãî (ñîîñàæäåíèÿ
áåëêîâ èç êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ) ïîäõîäîâ îñóùåñòâëåí ïîëíîìàñøòàáíûé ïîèñê áåëêîâ-ïàðòíåðîâ îïè-
ñàííûõ íàìè ðàíåå âàðèàíòîâ ñóáúåäèíèöû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II ÷åëîâåêà hRPB11 — hRPB11ba,
hRPB11ña è hRPB11bb, hRPB11cb — â ïðîòåîìàõ ýìáðèîíàëüíîãî ìîçãà è êëåòîê ëèíèè Jurkat Homo
sapiens, è òåì ñàìûì îïðåäåëåí îñíîâíîé ñïåêòð áåëêîâûõ ïàðòíåðîâ ýòèõ ñïåöèôè÷íûõ äëÿ ÷åëîâåêà
èçîôîðì ñóáúåäèíèöû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II hRPB11 (POLR2J). Ôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè îáíà-
ðóæåííûõ áåëêîâ-ïàðòíåðîâ èçîôîðì hRPB11ba è hRPB11ña óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ýòè èçîôîðìû, ïî-
äîáíî îñíîâíîé (ìàæîðíîé) ñóáúåäèíèöå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II hRPB11a, ÿâëÿþòñÿ êîìïîíåíòàìè îñî-
áûõ òðàíñêðèïöèîííûõ êîìïëåêñîâ, ïðè÷åì ó÷àñòâóþò íå òîëüêî â òðàíñêðèïöèè îïðåäåëåííûõ
ÄÍÊ-ìàòðèö, íî è âîâëå÷åíû â áîëåå ïîçäíèå ñòàäèè áèîãåíåçà ìÐÍÊ. Ñðåäè ïàðòíåðîâ èçîôîðì
hRPB11bb è hRPB11cb, ïîìèìî îáùåé ñóáúåäèíèöû ÐÍÊ-ïîëèìåðàç I-III hRPB6 (POLR2F) è ê *îðîâîãî
êîìïîíåíòà áåëêîâîãî êîìïëåêñà ýêçîííûõ ñî÷ëåíåíèé Y14 (RBM8A) îáíàðóæåí ðÿä áåëêîâ, ó÷àñòâó-
þùèõ â áèîãåíåçå ìèêðîÐÍÊ, â òîì ÷èñëå íîâûé, ðàíåå íå îïèñàííûé âàðèàíò èíèöèèðóþùåé íóêëåàçû
ïðîöåññèíãà ìèêðîÐÍÊ DROSHA, ÷òî óêàçûâàåò íà ñóùåñòâîâàíèå îñîáûõ ïóòåé ñîïðÿæåíèÿ ïðîöåñ-
ñîâ òðàíñêðèïöèè è ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè â ÿäðàõ êëåòîê ÷åëîâåêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñåãìåíòíûå äóïëèêàöèè, ñåìåéñòâî ãåíîâ POLR2J ÷åëîâåêà, ìèíîðíûå èçî-
ôîðìû ñóáúåäèíèöû hRPB11 (POLR2J) ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II ÷åëîâåêà, äðîææåâàÿ äâóõãèáðèäíàÿ ñèñòå-
ìà, áåëêè-ïàðòíåðû, COMMD4d, ýâîëþöèÿ Homo sapiens.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: à. î. — àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê, íò — íóêëåîòèä, EJC — áåëêîâûé
êîìïëåêñ ýêçîííûõ ñî÷ëåíåíèé (Exon-exon Junction Complex), siRNAs — ìàëûå èíòåðôåðèðóþùèå
ÐÍÊ, snRNPs — ìàëûå ÿäåðíûå ðèáîíóêëåîïðîòåèäû.

Âàæíûì èñòî÷íèêîì ýâîëþöèîííûõ èííîâàöèé ÿâëÿ-
þòñÿ õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîéêè. Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåä-
íèõ ëåò ïîêàçàëè, ÷òî âàæíåéøóþ ðîëü â ýâîëþöèè ñëîæ-
íûõ, óæå ñëîæèâøèõñÿ âûñîêîîðãàíèçîâàííûõ ãåíîìîâ,
èãðàþò ñåãìåíòíûå äóïëèêàöèè, ñïîñîáñòâóþùèå âîçíèê-
íîâåíèþ íîâûõ ãåííûõ ñåìåéñòâ è, êàê ñëåäñòâèå, óñêîðå-
íèþ ýâîëþöèîííîãî ïðîöåññà (Ohno, 1970). Ñðåäè òàêîãî
ðîäà ïåðåñòðîåê íàèáîëåå ÷àñòûìè è öåííûìè ÿâëÿþòñÿ
âíóòðèõðîìîñîìíûå äóïëèêàöèè öåëûõ ãåíîâ èëè èõ ïðî-
òÿæåííûõ ôðàãìåíòîâ. C ïîçèöèé àíòðîïîãåíåçà íàèáîëü-
øèé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò îòíîñèòåëüíî íåäàâíèå, ñïåöè-
ôè÷íûå äëÿ âûñøèõ ïðèìàòîâ äóïëèêàöèè (Marques-Bonet
et al., 2009; Charrier et al., 2012; Dennis et al., 2012).

Ðàíåå ìû èçó÷èëè ìîëåêóëÿðíóþ ýâîëþöèþ ãåíîâ
POLR2J ñèñòåìû òðàíñêðèïöèè è PMS2 ñèñòåìû ðåïàðà-
öèè MMR è ïîêàçàëè, ÷òî ïîÿâëåíèå è ñîâåðøåíñòâîâà-
íèå ãåíåòè÷åñêîé ñòðóêòóðû îáîèõ ýòèõ ãåííûõ ñåìåéñòâ
÷åòêî êîððåëèðóþò ñ îñíîâíûìè ýòàïàìè áèîëîãè÷åñêîé
ýâîëþöèè âûñøèõ ïðèìàòîâ. Ýòî ïîçâîëÿåò ðàññìàòðè-
âàòü ñåìåéñòâà ãåíîâ PMS2 è POLR2J â êà÷åñòâå óäîáíûõ
è äîñòîâåðíûõ ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ àíòðîïîãåíåçà
(Øåìàòîðîâà è äð., 2010).

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîíÿòü ðîëü íîâûõ ãåíîâ ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçíîãî õîçÿéñòâà POLR2J2 è POLR2J3 â äèâåðãåíöèè
ñèñòåì ðåãóëÿöèè ãåííîé ýêñïðåññèè ó ÷åëîâåêà, ìû ñ ïî-
ìîùüþ ãåíåòè÷åñêîãî (äðîææåâîé äâóõãèáðèäíîé ñèñ-
òåìû) è áèîõèìè÷åñêîãî (ñîîñàæäåíèÿ áåëêîâ èç êëå-
òî÷íûõ ëèçàòîâ è â ðÿäå ñëó÷àåâ — èììóíîïðåöèïèòà-
öèè) ïîäõîäîâ ïðîâåëè ïîèñê áåëêîâ-ïàðòíåðîâ öåëîãî
ðÿäà ñïåöèôè÷íûõ äëÿ ÷åëîâåêà áåëêîâ (hRPB11ba,
hRPB11bb è hRPB11ña, hRPB11cb), ïðîäóöèðóåìûõ â ðå-
çóëüòàòå ýêñïðåññèè ýòèõ ýâîëþöèîííî ìîëîäûõ ãåíîâ â
íåðâíîé (ýìáðèîíàëüíîì ìîçãå) è èììóííîé (êëåòî÷íîé
ëèíèè Jurkat) òêàíÿõ Homo sapiens. Ïîñêîëüêó ðÿä îáíà-
ðóæåííûõ íàìè ñðåäè ïàðòíåðîâ ìèíîðíûõ ñóáúåäèíèö
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II ÷åëîâåêà áåëêîâ, íàïðèìåð eIF3mb
(Ïðîøêèí è äð., 2011), DROSHPA, L1-ORF1p(N-109) è
COMMD4d, îêàçàëèñü íîâûìè, ðàíåå íå îïèñàííûìè
êîìïîíåíòàìè ïðîòåîìà ÷åëîâåêà, ìû ïðîâåëè ïîèñê
ïàðòíåðîâ è ýòèõ ïîëèïåïòèäîâ — ñâåäåíèÿ î ïåðâûõ
áåëêàõ-ïàðòíåðàõ COMMD4d ñðåäè êîìïîíåíòîâ ïðîòåî-
ìà ýìáðèîíàëüíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà òàêæå ïðèâîäÿòñÿ â
äàííîì ñîîáùåíèè.
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Ò à á ë è ö à 1

Áåëêè-ïàðòíåðû ñïåöèôè÷íûõ äëÿ Homo sapiens èçîôîðì hRPB11ba è hRPB11ca

ñóáúåäèíèöû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II hRPB11 (POLR2J), îáíàðóæåííûå â íåðâíîé (ýìáðèîíàëüíîì ìîçãå)
è èììóííîé (êëåòî÷íîé ëèíèè Jurkat) òêàíÿõ ÷åëîâåêà

Áåëîê Ôóíêöèÿ ×èñëî êëîíîâ
Óñòàíîâëåííàÿ ìèíèìàëüíàÿ îáëàñòü

(çîíà) âçàèìîäåéñòâèÿ

hRPB3 (POLR2C) Òðàíñêðèïöèÿ (1 èç 12 ñóáúåäèíèö
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II)

40 êëîíîâ (6 ðàçëè÷íûõ âà-
ðèàíòîâ)

Àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè (à. î.)
204—275 èç 275

eIF3m (äâå ðàçíûå
èçîôîðìû)

Òðàíñëÿöèÿ (1 èç 13 ñóáúåäèíèö
ôàêòîðà èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè
hEIF3, êîòîðûé ñâÿçûâàåòñÿ ñ
ìÐÍÊ)

36 [33+3] êëîíîâ (4+2 âà-
ðèàíòà); îäèí èç âàðèàíòîâ —
íîâûé áåëîê: eIF3mb

eIF3ma: âñå 374 à. î. (ïîëíûé
áåëîê); eIF3mb: à. î. 8—242 èç
242

Èçîôîðìà
COMMD4

Ïåðåäà÷à ñèãíàëà (ðåãóëÿöèÿ àêòèâ-
íîñòè ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II NF-kb)

12 êëîíîâ (1 âàðèàíò); íîâûé
áåëîê — COMMD4d

Âñå 148 à. î. (ïîëíûé áåëîê)

ATF4 Ôàêòîð òðàíñêðèïöèè ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàçû II (èç ñåìåéñòâà bZIP)

3 êëîíà (3 âàðèàíòà) À.î. 223—351 èç 351

Âàðèàíò áåëêà
L1-ORF1p (L1-p40;
Transposase22)

Áåëîê p40 ðåòðîòðàíñïîçîíà L1; ñâÿ-
çûâàåòñÿ ñ ìÐÍÊ L1; òî÷íàÿ ôóíêöèÿ
íåèçâåñòíà

6 êëîíîâ (1 âàðèàíò; òîëüêî èç
êëåòî÷íîé ëèíèè Jurkat)

À.î. 4—109 èç 338

AARS Òðàíñëÿöèÿ (àëàíèëîâàÿ àìèíîàöèë
òÐÍÊ-ñèíòåòàçà)

5 êëîíîâ (1 âàðèàíò) À. î. 815—968 èç 968

hRPB6 (POLR2F) Òðàíñêðèïöèÿ (1 èç 5 îáùèõ
ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàç I—III)

3 êëîíà (2 âàðèàíòà) À. î. 12—127 èç 127

hRPC40 (POLR1C) Òðàíñêðèïöèÿ (1 èç 2 ñóáúåäèíèö,
îáùèõ òîëüêî äëÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàç I
è III; èìååò ñòðóêòóðíîå ñõîäñòâî ñ
hRPB3)

3 êëîíà (2 âàðèàíòà) À. î. 241—346 èç 346

eIF3a Òðàíñëÿöèÿ (1 èç 13 ñóáúåäèíèö
ôàêòîðà èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè
hEIF3, êîòîðûé ñâÿçûâàåòñÿ ñ
ìÐÍÊ)

2 êëîíà (1 âàðèàíò) À. î. 484—680 èç 1382

POLA1 Êàòàëèòè÷åñêàÿ ñóáúåäèíèöà ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçû a [Pola] â êîìïëåêñå ñ
ïðàéìàçîé [Pola-Primase]; òàêæå ó÷à-
ñòâóåò â ðåïàðàöèè, ýïèãåíåòèêå õðî-
ìàòèíà, îáåñïå÷åíèè äëèíû òåëîìåð

Òî æå À. î. 269—556 èç 1462

Cullin 4a (CUL4A) Êîìïîíåíò êîìïëåêñà óáèêâèòèí-
ëèãàçû E3, âëèÿåò íà ñîñòîÿíèå
õðîìàòèíà, ó÷àñòâóåò â àêòèâàöèè
îíêîãåíà p16

1 êëîí (¹ 22) À. î. 64—183 èç 659

H2A1 (ãèñòîí
H2AFY)

Ñïåöèôè÷åñêèé H2A-ãèñòîí ñ äîáà-
âî÷íûì «ìàêðî»-äîìåíîì; çàìåùå-
íèå èì H2A â ñóáïîïóëÿöèè íóêëåî-
ñîì ïðèâîäèò ê ðåïðåññèè òðàíñ-
êðèïöèè; ó÷àñòâóåò â èíàêòèâàöèè
X-õðîìîñîìû

1 êëîí (¹ 107) À. î. 109—371 èç 371

PRP3 Ôàêòîð 3 ñïëàéñèíãà ïðå-ìÐÍÊ, àñ-
ñîöèèðîâàí ñ êîìïëåêñîì U4/U6
snRNPs

1 êëîí (¹ 160) À. î. 509—683 èç 683

SnRNP25 ßäåðíûé ðèáîíóêëåîïðîòåèä, êîì-
ïîíåíò ìèíîðíîãî ñïëàéñåîñîìíîãî
êîìïëåêñà U11/U12

1 êëîí (¹ 161) Âñå 132 à. î. (ïîëíûé áåëîê)

eIF3i Òðàíñëÿöèÿ (1 èç 13 ñóáúåäèíèö ôàê-
òîðà èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè hEIF3,
êîòîðûé ñâÿçûâàåòñÿ ñ ìÐÍÊ)

1 êëîí (¹ 162) À. î. 112—325 èç 325

BTF3 Ñâÿçàí ñ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé II (îñ-
í*îâíûé òðàíñêðèïöèîííûé ôàê-
òîð 3), âçàèìîäåéñòâóåò ñ òðàíñ-
êðèïöèîííûì êîìïëåêñîì CCR4-
NOT

1 êëîí (¹ 179) Âñå 162 à. î. (ïîëíûé áåëîê)

ART27 (UXT) Òðàíñêðèïöèîííûé êîàêòèâàòîð àíä-
ðîãåííîãî ðåöåïòîðà, êîôàêòîð NF-kB

1 êëîí (¹ 181) Âñå 157 à. î. (ïîëíûé áåëîê)



Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Âçàèìîäåéñòâèÿ èññëåäóåìûõ èçîôîðì ñóáúåäèíèöû
hRPB11 ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II c ðàçëè÷íûìè áåëêàìè ïðî-
òåîìà ÷åëîâåêà in vivo áûëè èçó÷åíû ñ ïîìîùüþ ñîâðå-
ìåííîãî âàðèàíòà äðîææåâîé äâóõãèáðèäíîé ñèñòåìû In-
teraction Trap (Gyuris et al., 1993; Golemis et al., 2009). Ýòà
ñèñòåìà ïîçâîëÿåò îáíàðóæèòü âçàèìîäåéñòâèå äâóõ òåñ-
òèðóåìûõ áåëêîâ, îäèí èç êîòîðûõ ñèíòåçèðóåòñÿ â âèäå
õèìåðíîãî áåëêà, ñîäåðæàùåãî â N-êîíöåâîé ÷àñòè â êà-
÷åñòâå ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåãî äîìåíà ïîëíóþ àìèíîêèñëîò-
íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áàêòåðèàëüíîãî áåëêà LexA.
Ê äðóãîìó èññëåäóåìîìó áåëêó ïðèñîåäèíÿåòñÿ àêòèâè-
ðóþùèé äîìåí êàêîãî-íèáóäü ðåãóëÿòîðà òðàíñêðèïöèè.
Àêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèè ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ LEU2 è
lacZ, ïåðåä ïðîìîòîðàìè êîòîðûõ âñòðîåíî ïî íåñêîëüêó
îïåðàòîðîâ LexA-áåëêà, ïðîèñõîäèò òîëüêî ïðè ïðî-
ñòðàíñòâåííîì ñáëèæåíèè ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåãî è àêòèâè-
ðóþùåãî äîìåíîâ, ÷òî âîçìîæíî ëèøü â ñëó÷àå âçàèìî-
äåéñòâèÿ äâóõ èññëåäóåìûõ áåëêîâ. Ìû èñïîëüçîâàëè
ïðèãîäíûå äëÿ äâóõãèáðèäíîãî ñêðèíèíãà â äðîææàõ
ïðåäñòàâèòåëüíûå êÄÍÊ-êëîíîòåêè, ïðèãîòîâëåííûå èç
äâóõ ðàçíûõ òêàíåé Homo sapiens: ýìáðèîíàëüíîãî ìîçãà
(3.5�106 íåçàâèñèìûõ êëîíîâ, ñðåäíèé ðàçìåð âñòàâîê
êÄÍÊ — 1.0 Kb; Invitrogen, ÑØÀ) è ëèìôîèäíîé êëåòî÷-
íîé ëèíèè Jurkat (3.0�106 íåçàâèñèìûõ êëîíîâ, ñðåäíèé
ðàçìåð âñòàâîê êÄÍÊ — 0.6 Kb; Clontech, ÑØÀ). Ïðè ýêñ-
ïðåññèè êÄÍÊ ýòèõ êëîíîòåê â äðîææàõ ñèíòåçèðóþòñÿ
ôðàãìåíòû ðàçíîîáðàçíûõ áåëêîâ ïðîòåîìîâ íåðâíîé è

èììóííîé ñèñòåì ÷åëîâåêà â âèäå ñëèòíûõ áåëêîâ ñ ñèí-
òåòè÷åñêèì êèñëîòíûì àêòèâèðóþùèì äîìåíîì B42 äëè-
íîé 88 à. î. (Ruden et al., 1991).

Äëÿ ãåòåðîëîãè÷åñêîé ýêñïðåññèè êÄÍÊ, êîäèðóþ-
ùèõ ðàçëè÷íûå èçîôîðìû ñóáúåäèíèöû hRPB11 ÿäåðíîé
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II, â áàêòåðèàëüíîé ñèñòåìå è ïîäòâåðæ-
äåíèÿ îáíàðóæåííûõ ñ ïîìîùüþ äâóõãèáðèäíîé ñèñòå-
ìû áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé â îïûòàõ in vitro, ìû
èñïîëüçîâàëè àïðîáèðîâàííóþ íàìè ðàíåå ñèñòåìó âåê-
òîðîâ (pEXPR1 è ðàçëè÷íûå ïëàçìèäû ñåðèè pET ôèðìû
QIAGEN, Ãåðìàíèÿ) ñ ñîâìåñòèìûìè ðåïëèêîíàìè, ïî-
çâîëÿþùóþ ïîääåðæèâàòü ñðàçó äâå ïëàçìèäû â îäíîé
áàêòåðèàëüíîé êëåòêå è ïðîâîäèòü ýôôåêòèâíóþ êîýêñ-
ïðåññèþ ðàçëè÷íûõ êÄÍÊ, êîäèðóþùèõ ïðåäïîëîæè-
òåëüíî âçàèìîäåéñòâóþùèå ìåæäó ñîáîé áåëêè (Ïðî-
øêèí è äð., 2011). Ýòà ðàçðàáîòàííàÿ íàìè âåêòîðíàÿ ñèñ-
òåìà ïîçâîëÿåò òàêæå îñóùåñòâèòü èíäóöèðîâàííûé
ñèíòåç îäíîãî èëè ñðàçó äâóõ öåëåâûõ áåëêîâ â E. coli è
èõ áûñòðóþ î÷èñòêó ñ ïîìîùüþ ìåòàëëîàôôèííîé õðî-
ìàòîãðàôèè íà Ni-àãàðîçå è (èëè) ñîîòâåòñòâóþùåì èì-
ìóííîì ñîðáåíòå. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ íåêîòîðûõ áåëîê-
áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé in vitro ñ ïîìîùüþ èììóíî-
ïðåöèïèòàöèè èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà
ab86146 è ab40745 ôèðìû Abcam (Âåëèêîáðèòàíèÿ).

Âñå äðóãèå èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå áèîõèìè÷åñêèå
è ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèå ìåòîäèêè (âûäåëåíèå ãå-
íîìíîé è ïëàçìèäíîé ÄÍÊ, ýëåêòðîôîðåç íóêëåèíîâûõ
êèñëîò è áåëêîâ, ÏÖÐ, âûäåëåíèå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ èç
ãåëÿ è èõ êëîíèðîâàíèå â ïëàçìèäíûõ âåêòîðàõ, ýêñòðàê-
öèÿ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ èç äðîææåé, Âåñòåðí-áëîòèíã
è äð.) èñïîëüçîâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëàìè è ðåêî-
ìåíäàöèÿìè äâóõ ñòàâøèõ óæå êëàññè÷åñêèìè ñáîðíèêîâ
ëàáîðàòîðíûõ ïðîòîêîëîâ (Sambrook et al., 1989; Ausubel
et al., 1990). Äëÿ ýíçèìàòè÷åñêèõ ìàíèïóëÿöèé ñ íóêëåè-
íîâûìè êèñëîòàìè èñïîëüçîâàëè ôåðìåíòû ôèðì New
England Biolabs (ÑØÀ) è Fermentas (Ëèòâà).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàíåå ìû âûÿñíèëè ñïåöèôè÷íóþ äëÿ âûñøèõ ïðè-
ìàòîâ ýâîëþöèîííóþ èñòîðèþ ôîðìèðîâàíèÿ ãåííûõ ñå-
ìåéñòâ POLR2J è PMS2, êîäèðóþùèõ áàçîâûå êîìïîíåí-
òû æèçíåííî âàæíûõ ñèñòåì òðàíñêðèïöèè è ðåïàðàöèè
ÄÍÊ (Øïàêîâñêèé è äð., 2004, 2006). Îêàçàëîñü, ÷òî ýâî-
ëþöèÿ ýòèõ ãåííûõ ñåìåéñòâ (óâåëè÷åíèå ÷èñëà ãåíîâ è
èõ äèâåðñèôèêàöèÿ) ñïåöèôè÷íà òîëüêî äëÿ âûñøèõ ïðè-
ìàòîâ è ñòðîãî êîððåëèðóåò ñ óñëîæíåíèåì ýòèõ æèâûõ
ñóùåñòâ (Øåìàòîðîâà è äð., 2010). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ
ïîìîùüþ äðîææåâîé äâóõãèáðèäíîé ñèñòåìû è áèîõè-
ìè÷åñêèõ ïîäõîäîâ (ñîîñàæäåíèÿ áåëêîâ èç êëåòî÷íûõ
ëèçàòîâ ñ ïîìîùüþ ìåòàëëîàôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà
Ni-àãàðîçå èëè àíòèòåë, ñïåöèôè÷íûõ ê îäíîìó èç áåë-
êîâ) íàìè íàéäåíû îñíîâíûå áåëêè-ïàðòíåðû íîâûõ èçî-
ôîðì ñóáúåäèíèöû hRPB11 ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II — ïðî-
äóêòîâ ýêñïðåññèè ýâîëþöèîííî ìîëîäûõ, ñïåöèôè÷íûõ
äëÿ ÷åëîâåêà ãåíîâ POLR2J2 è POLR2J3 (Øïàêîâñêèé
è äð., 2004).

Íàëè÷èå ñðåäè ïàðòíåðîâ áëèçêîðîäñòâåííûõ, ðàçëè-
÷àþùèõñÿ òîëüêî äâóìÿ àìèíîêèñëîòíûìè çàìåíàìè
áåëêîâ hRPB11ba è hRPB11ña (115 à. î., ñì.: Øïàêîâ-
ñêèé è äð., 2004) ðÿäà ñóáúåäèíèö ÿäåðíûõ ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàç (hRPB3, hRPB6 è hRPC40), îáùèõ è ñïåöèàëèçèðî-
âàííûõ ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè (ATF4, ART-27, BTF3 è
COMMD4d), à òàêæå áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ õðîìàòèíîì è

174 Å. Ê. Øåìàòîðîâà è äð.

Ðèñ. 1. Âçàèìîäåéñòâèå èçîôîðì hRPB11ba, hRPB11bb è
hRPB11a ñ ñóáúåäèíèöåé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II hRPB3 è áåëêîì
L1-ORF1p(N-109) ïî äàííûì äðîææåâîé äâóõãèáðèäíîé ñèñ-

òåìû.

Äðîææåâîé øòàìì SKY191 (Serebriiskii et al., 2001), ñîäåðæàùèé ïëàç-
ìèäû pDR8 è pMW103-11ba (11ba), pMW103-11bb (11bb) èëè
pMW103-11a (11a), áûë òðàíñôîðìèðîâàí âåêòîðîì pJG4-5 (–), ïëàçìè-
äîé pJG4-5 ñî âñòàâêîé êÄÍÊ hRPB3 ëèáî ïëàçìèäîé ñ èçîëèðîâàííîé
íàìè èç êÄÍÊ-êëîíîòåêè ëèìôîèäíîé êëåòî÷íîé ëèíèè Jurkat êÄÍÊ
óêîðî÷åííîãî ðåòðîòðàíñïîçîíà L1 (L1-ORF1p). Èçìåíåíèå îêðàñêè êî-
ëîíèé íà ñðåäå ñ X-Ga1 ïðîèñõîäèò â ñëó÷àå âçàèìîäåéñòâèÿ òåñòèðóå-
ìûõ áåëêîâ. Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ (+) ïðèâåäåíû äàííûå

äëÿ âçàèìîäåéñòâóþùèõ áåëêîâ Ras è Raf (Serebriiskii et al., 2001).



ÐÍÊ (Cullin 4a, POLA1, SnRNP25, PRP3, ãèñòîí ñ «ìàê-
ðî»-äîìåíîì H2A1, L1-ORF1p(N-109)), óêàçûâàåò íà òî,
÷òî ýòè ÿäåðíûå áåëêè ÿâëÿþòñÿ ìèíîðíûìè èçîôîðìà-
ìè ñóáúåäèíèöû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II hRPB11 è âõîäÿò
â ñîñòàâ ñïåöèôè÷åñêèõ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçíûõ êîìïëåê-
ñîâ (òàáë. 1). Âïåðâûå îáíàðóæåíû âçàèìîäåéñòâèÿ
hRPB11ba è hRPB11ca ñðàçó ñ íåñêîëüêèìè ñóáúåäèíè-
öàìè ôàêòîðà èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè hEIF3 (eIF3a, eIF3i,
eIF3ma è eIF3mb), ÷òî óêàçûâàåò íà ñóùåñòâîâàíèå ó
H. sapiens íîâîãî òèïà êîîðäèíàöèè òðàíñêðèïöèè ñ ïî-
ñëåäóþùèìè ýòàïàìè ãåííîé ýêñïðåññèè (òðàíñïîðò
ìÐÍÊ èç ÿäðà â öèòîïëàçìó ê òðàíñëèðóþùèì ðèáîñî-
ìàì) è íà âîçìîæíîå ñóùåñòâîâàíèå ÿäåðíûõ ñóáêîìï-
ëåêñîâ hEIF3 (Ïðîøêèí è äð., 2011). Òàêèå ñóáêîìïëåê-
ñû, âåðîÿòíî, ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â çàùèòå è òðàíñïîð-
òèðîâêå èç ÿäðà â öèòîïëàçìó òåõ ìÐÍÊ, êîòîðûå
òðàíñêðèáèðóþòñÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé II, ñîäåðæàùåé ìè-
íîðíûå èçîôîðìû hRPB11ba èëè hRPB11ca â ñâîåì ñî-
ñòàâå. Õîòÿ áîëüøèíñòâî èç îáíàðóæåííûõ áåëêîâ-ïàðò-
íåðîâ hRPB11ba è hRPB11ca ìîæåò âçàèìîäåéñòâîâàòü
(ïóñòü ñ ðàçíîé èíòåíñèâíîñòüþ — ñì., íàïðèìåð: Ïðîø-
êèí, Øïàêîâñêèé, 2005) åùå è ñ ìàæîðíîé èçîôîðìîé
hRPB11a, òàêèå áåëêè, êàê eIF3ma (Ïðîøêèí è äð., 2011),
POLA1 è L1-ORF1p(N-109), âçàèìîäåéñòâóþò òîëüêî ñ
óïîìÿíóòûìè âûøå ìèíîðíûìè èçîôîðìàìè hRPB11
(ðèñ. 1).

Ñðåäè áåëêîâ-ïàðòíåðîâ ñõîäíûõ ìåæäó ñîáîé èçî-
ôîðì hRPB11bb è hRPB11cb (116 à. î.: Øïàêîâñêèé
è äð., 2004) íàìè îáíàðóæåíû îáùàÿ ñóáúåäèíèöà
ÐÍÊ-ïîëèìåðàç I-III hRPB6, íîâûé, ðàíåå íå îïèñàííûé
âàðèàíò ÿäåðíîé ðèáîíóêëåàçû III DROSHA (RNASEN),
êîðîâûé êîìïîíåíò áåëêîâîãî êîìïëåêñà ýêçîííûõ
ñî÷ëåíåíèé EJC (exon-exon junction complex) Y14
(RBM8A), à òàêæå áåëêè DCAF, EIF6 è RPS3A (òàáë. 2).

Íàëè÷èå â ýòîì ñïèñêå îñîáîãî âàðèàíòà èíèöèèðóþùåé
íóêëåàçû ïðîöåññèíãà ìèêðîÐÍÊ (miRNAs) DROSHA è
ó÷àñòâóþùèõ â áèîãåíåçå è ðåãóëÿöèè ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ ìèêðîÐÍÊ è siRNAs áåëêîâ EIF6, RPS3A è DCAF
óêàçûâàåò íà íîâûé òèï ñîïðÿæåíèÿ ïðîöåññîâ òðàíñ-
êðèïöèè è ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè ó H. sapiens.

Ïîñêîëüêó ðÿä îáíàðóæåííûõ íàìè ñðåäè ïàðòíåðîâ
ìèíîðíûõ ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II ÷åëîâåêà áåë-
êîâ, íàïðèìåð eIF3mb, COMMD4d, L1-ORF1p(N-109) è
DROSHPA (ñì. òàáë. 1 è 2), îêàçàëèñü íîâûìè, ðàíåå íå
îïèñàííûìè êîìïîíåíòàìè ïðîòåîìà ÷åëîâåêà, ìû ïðî-
âåëè ïîèñê ïàðòíåðîâ è ýòèõ áåëêîâ. Íàøè ýêñïåðèìåíòû
ïîêàçûâàþò, ÷òî ñàìûìè âàæíûìè (è ïî ÷èñëó èçîëèðî-
âàííûõ íåçàâèñèìûõ êëîíîâ, è ïî ñèëå âçàèìîäåéñòâèÿ in
vivo è in vitro) ïàðòíåðàìè COMMD4d (148 à. î.) ÿâëÿþò-
ñÿ ìîùíûé èíãèáèòîð ðîñòà êëåòîê, ñóïðåññîð ðàêà
II òèïà ING5 (ðèñ. 2), îäèí èç öåíòðàëüíûõ ðåãóëÿòîðîâ
êëåòî÷íîãî öèêëà áåëîê 14-3-3 (ðèñ. 2), ó÷àñòâóþùèé â
ðåãóëÿöèè ðÿäà ðåöåïòîðîâ àäàïòîðíûé áåëîê CIN85, à
òàêæå ðÿä áåëêîâ øàïåðîíîâûõ êîìïëåêñîâ, ïðåæäå âñå-
ãî CCT4 (SRB) èç êîìïëåêñà TRiC (TCP1 ring complex)
(ðèñ. 2).

Êðîìå òîãî, ìû óñòàíîâèëè, ÷òî øàïåðîíèí CCT4
(SRB) âçàèìîäåéñòâóåò íå òîëüêî ñ COMMD4d, íî è ñ
eIF3mb (äàííûå íå ïîêàçàíû). Îáíàðóæåííîå ïåðåêðû-
âàíèå ñïåêòðîâ âçàèìîäåéñòâèé ó ýòèõ âïåðâûå îáíà-
ðóæåííûõ êîìïîíåíòîâ ïðîòåîìà ÷åëîâåêà (COMMD4d
è eIF3mb), êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ áåëêàìè-ïàðòíåðàìè èçó-
÷àåìûõ íàìè ìèíîðíûõ èçîôîðì ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II
H. sapiens, ñëóæèò äîáàâî÷íûì àðãóìåíòîì â ïîëüçó
ñóùåñòâîâàíèÿ ó ïðåäñòàâèòåëåé íàøåãî ðîäà îñîáûõ,
ñôîðìèðîâàííûõ â õîäå ýâîëþöèè òðàíñêðèïöèîííûõ
êîìïëåêñîâ ñ íîâûìè ñâîéñòâàìè. Â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ íàìè ïðîâîäèòñÿ ïîèñê ãåíîâ H. sapiens, êîòîðûå
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Áåëêè-ïàðòíåðû ñïåöèôè÷íûõ äëÿ Homo sapiens èçîôîðì hRPB11bb è hRPB11cb ñóáúåäèíèöû
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II hRPB11 (POLR2J), îáíàðóæåííûå â íåðâíîé òêàíè (ýìáðèîíàëüíîì ìîçãå) ÷åëîâåêà

Áåëîê Ôóíêöèÿ ×èñëî êëîíîâ
Óñòàíîâëåííàÿ ìèíèìàëüíàÿ îáëàñòü

(çîíà) âçàèìîäåéñòâèÿ

Èçîôîðìà
RNASEN
(DROSHA)

Áèîãåíåç ìèêðîÐÍÊ (íà÷àëüíàÿ ñòà-
äèÿ, â ÿäðå êëåòêè)

3 êëîíà (1 âàðèàíò)
Íîâûé áåëîê — DROSHPAà

Àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè (à. î.)
1157—1351 èç 1351

hRPB6 (POLR2F) Òðàíñêðèïöèÿ (1 èç 5 îáùèõ ñóáú-
åäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàç I—III; âîç-
ìîæíî ó÷àñòèå è â ñèíòåçå ìèêðî-
ÐÍÊ)

2 êëîíà (1 âàðèàíò) À. î. 81—127 èç 127

EIF6 Òðàíñëÿöèÿ (ôàêòîð èíèöèàöèè
òðàíñëÿöèè; ó÷àñòâóåò òàêæå â ðåãó-
ëÿöèè ìèêðîÐÍÊ)

Òî æå Âñå 245 à. î. (ïîëíûé áåëîê)

RBM8A (Y14) Ñïëàéñèíã (áåëîê êîìïëåêñà EJC;
âîçìîæíî ó÷àñòèå è â ðåãóëÿöèè
ñèíòåçà «èíòðîííûõ» ìèêðîÐÍÊ)

1 êëîí (1 âàðèàíò) À. î. 1—126 èç 174

DCAF Ðîëü â ãåíåðèðîâàíèè siRNAs è ìî-
äèôèêàöèè õðîìàòèíà (ôàêòîð, àñ-
ñîöèèðîâàííûé ñ áåëêàìè DDB1 è
CUL4)

Òî æå À. î. 100—342 èç 342

RPS3Aá Òðàíñëÿöèÿ (îäèí èç áåëêîâ ìàëîé
ñóá÷àñòèöû ðèáîñîìû, ó÷àñòâóåò è
â ðåãóëÿöèè ìèêðîÐÍÊ)

4 êëîíà (1 âàðèàíò) Âñå 264 à. î. (ïîëíûé áåëîê)

à Èçîëèðîâàííàÿ íàìè êÄÍÊ DROSHPA ñîäåðæèò íîâûé, äîïîëíèòåëüíûé ýêçîí äëèíîé 42 íò; á îòíîñèòåëüíî ñëàáîå âçàèìîäåéñòâèå (ïî
ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè áåëêàìè, ïðèâåäåííûìè âûøå).



òðàíñêðèáèðóþòñÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé II, ñîäåðæàùåé
ìèíîðíóþ èçîôîðìó hRPB11ba èëè hRPB11ca â ñâîåì
ñîñòàâå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå ïðîãðàììû ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ» (íàïðàâëåíèå «Ôóíêöèîíàëüíàÿ ãåíîìèêà») è
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
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Ðèñ. 2. Âçàèìîäåéñòâèå íîâîãî, îáíàðóæåííîãî íàìè áåëêà
ïðîòåîìà ÷åëîâåêà COMMD4d (148 à. î.) ñ áåëêàìè ING5,
14-3-3 è CCT4 (SRB) ïî äàííûì äðîææåâîé äâóõãèáðèäíîé

ñèñòåìû.

Øòàìì SKY191, ñîäåðæàùèé ïëàçìèäû pDR8 è pMW103-COMMD4d,
êîòðàíñôîðìèðîâàí êîíñòðóêöèÿìè ñ êÄÍÊ óêàçàííûõ áåëêîâ â ñîñòàâå
ïëàçìèäû pJG4-5. Ðîñò íà ñðåäå áåç ëåéöèíà (–Leu) è èçìåíåíèå îêðàñêè
êîëîíèé íà ñðåäå ñ X-Ga1 ïðîèñõîäÿò â ñëó÷àå âçàèìîäåéñòâèÿ òåñòèðó-

åìûõ áåëêîâ.
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Using genetic (yeast two-hybrid system) and biochemical (co-precipitation of proteins from cellular lysa-
tes) approaches, we have performed a whole-genome wide search for interacting partners of the previously des-
cribed by us variants of hRPB11 subunit of human RNA polymerase II — hRPB11ba, hRPB11ca and
hRPB11bb, hRPB11cb — in fetal brain and Jurkat cell line libraries. In consequence, the main spectrum of the
protein partners of these human specific isoforms of the RNA polymerase II subunit hRPB11 (POLR2J) has be-
en established. Functional characteristics of the uncovered protein partners of hRPB11ba and hRPB11ca iso-
forms clearly indicate that these isoforms, similarly to the main (major) subunit hRPB11a, are components of
the distinct transcription complexes participating not only in the transcription of the specific DNA matrices, but
involving also in the later stages of mRNA biogenesis. The RNA polymerase I-III common subunit hRPB6
(POLR2F) and basal component of the exon-exon junction complex Y14 (RBM8A) have been found among the
protein partners of the isoforms hRPB11bb and hRPB11cb together with a number of proteins involved in the
biogenesis of microRNAs, including a novel, not previously described variant of the microRNA processing
nuclease DROSHA, which indicates the existence of a special coordination between processes of transcription
and RNA interference in the nuclei of human cells.

K e y w o r d s: segmental duplications, human POLR2J gene family, minor isoforms of human RNA poly-
merase II subunit hRPB11 (POLR2J), yeast two-hybrid system, protein partners, COMMD4d, evolution of
Homo sapiens.
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