
ÎÍÊÎÑÓÏÐÅÑÑÎÐ p63 ÐÅÃÓËÈÐÓÅÒ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÞ ÓÁÈÊÂÈÒÈÍËÈÃÀÇÛ Pirh2

© À. À. Äàêñ,1 À. Â. Ïåòóõîâ,1, 2 Î. Þ. Øóâàëîâ,1 Å. À. Âàñèëüåâà,1

Ä. Ìåëèíî,3 Í. À. Áàðëåâ,1, * Î. À. Ôåäîðîâà1

1 Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 194064,
2 Èíñòèòóò ãåìàòîëîãèè Ñåâåðî-Çàïàäíîãî ôåäåðàëüíîãî ìåäèöèíñêîãî

èññëåäîâàòåëüñêîãî öåíòðà èì. Â. À. Àëìàçîâà Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 197341, è 3 Óíèâåðñèòåò Ëåéñòåðà, Ëåéñòåð, Âåëèêîáðèòàíèÿ;

* ýëåêòðîííûé àäðåñ: nick.a.barlev@gmail.com

À. À. Äàêñ è äð.
Îíêîñóïðåññîð p63 ðåãóëèðóåò ýêñïðåññèþ óáèêâèòèíëèãàçû Pirh2

Îíêîñóïðåññîð ð63 ÿâëÿåòñÿ òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì, îòíîñÿùèìñÿ ê ñåìåéñòâó áåëêîâ ð53.
Èçâåñòíî, ÷òî áåëêè äàííîãî ñåìåéñòâà, à èìåííî ð53, ð63 è ð73, ïîìèìî ñïåöèôè÷åñêèõ ôóíêöèé â ðàç-
âèòèè òêàíåé è îðãàíîâ âûïîëíÿþò ðÿä îáùèõ îíêîñóïðåññîðíûõ ôóíêöèé, ñâÿçàííûõ ñ ðåãóëÿöèåé
êëåòî÷íîãî öèêëà, àïîïòîçà è îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê. Âñå áåëêè ñåìåéñòâà ð53 ðåãóëèðóþò-
ñÿ íà ïîñòòðàíñëÿöèîííîì óðîâíå çà ñ÷åò óáèêâèòèíèðîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ Å3-ëèãàç è ïîñëåäóþùåé ïðî-
òåàñîìíîé äåãðàäàöèè. Ýêñïðåññèÿ áîëüøèíñòâà Å3-óáèêâèòèíëèãàç, ìîäèôèöèðóþùèõ áåëêè ñåìåéñò-
âà ð53, ðåãóëèðóåòñÿ òåìè æå áåëêàìè, òåì ñàìûì ôîðìèðóÿ ñ íèìè îáðàòíóþ îòðèöàòåëüíóþ ñâÿçü.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû âïåðâûå ïîêàçàëè, ÷òî ýêñïðåññèÿ ãåíà PIRH2 (RCHY1), ïðîäóêò êîòîðîãî óáèê-
âèòèíèðóåò âñå òðè ÷ëåíà ñåìåéñòâà ð53, òàêæå ðåãóëèðóåòñÿ ð63. Ðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè PIRH2 ïðîèñ-
õîäèò íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè èñêëþ÷èòåëüíî ïîëíîðàçìåðíîé èçîôîðìîé TAp63, íî íå èçîôîðìîé ñ
îòñóòñòâóþùèì òðàíñàêòèâàöèîííûì äîìåíîì — DNp63.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: p63, ð53, ïðîòåàñîìíàÿ äåãðàäàöèÿ, E3-óáèêâèòèíëèãàçà Pirh2.

Áåëîê ð63 êîäèðóåòñÿ ãåíîì ÒÐ63 è îòíîñèòñÿ ê ñå-
ìåéñòâó áåëêîâ ð53, âêëþ÷àþùåìó â ñåáÿ òðàíñêðèïöè-
îííûå ôàêòîðû ð53, ð63 è ð73. Ýòè áåëêè ÿâëÿþòñÿ ñòðóê-
òóðíûìè ãîìîëîãàìè è âêëþ÷àþò â ñåáÿ àìèíî-êîíöåâîé
òðàíñàêòèâàöèîííûé äîìåí (ÒÀ), öåíòðàëüíûé ÄÍÊ-
ñâÿçûâàþùèé äîìåí (DBD) è êàðáîêñè-êîíöåâîé îëèãî-
ìåðèçàöèîííûé äîìåí (OD). Áëàãîäàðÿ âûñîêîé ñòåïåíè
ãîìîëîãèè ýòè áåëêè ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü ãåòåðîäè-
ìåðû, ñâÿçûâàòüñÿ ñ îáùèìè ãåíàìè-ìèøåíÿìè è ó÷àñò-
âîâàòü â ðåãóëÿöèè òàêèõ êëþ÷åâûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåñ-
ñîâ, êàê àïîïòîç, îñòàíîâêà êëåòî÷íîãî öèêëà è îòâåò íà
ãåíîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ. Äëÿ òðåõ áåëêîâ ýòîãî ñåìåéñòâà
èçâåñòíû òàêèå îáùèå ìèøåíè, êàê ïðîàïîïòîòè÷åñêèå
ãåíû PUMA è NOXA (Kerr et al., 2012), à òàêæå p21WAF-1
è GADD45, îòâåòñòâåííûå çà îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèêëà
è ðåïàðàöèþ ÄÍÊ (Lee, La Thangue, 1999). Âñå òðè áåëêà
ñåìåéñòâà èìåþò ìíîæåñòâî èçîôîðì, îáðàçóþùèõñÿ çà
ñ÷åò àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà, àëüòåðíàòèâíîé èíè-
öèàöèè òðàíñëÿöèè è íàëè÷èÿ íåñêîëüêèõ ïðîìîòîðîâ.

Áåëîê ð63 èìååò äâå N-êîíöåâûå èçîôîðìû: ïîëíî-
ðàçìåðíóþ èçîôîðìó TAp63 è èçîôîðìó ñ îòñóòñòâóþ-
ùèì òðàíñàêòèâàöèîííûì äîìåíîì — DNp63. Ïîêàçàíî,
÷òî èçîôîðìà TAp63 âûïîëíÿåò â êëåòêàõ òèïè÷íûå äëÿ
ñåìåéñòâà ð53 ôóíêöèè ïðîàïîïòîòè÷åñêîãî òðàíñêðèï-
öèîííîãî ôàêòîðà, à èìåííî èíäóöèðóåò àïîïòîç (Gres-
sner et al., 2005; Suh et al., 2006) è ïðåïÿòñòâóåò ïðîäâè-
æåíèþ êëåòêè ïî êëåòî÷íîìó öèêëó (Gallegos et al., 2008).

Èçíà÷àëüíî ñ÷èòàëîñü, ÷òî DNp63 ÿâëÿåòñÿ òðàíñ-
êðèïöèîííî íåàêòèâíîé ïî ïðè÷èíå îòñóòñòâèÿ àìèíî-
êîíöåâîãî òðàíñàêòèâàöèîííîãî äîìåíà (Yang et al.,

1998), îäíàêî ïîçæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èìåííî ýòà èçî-
ôîðìà ñïîñîáíà àêòèâèðîâàòü ýêñïðåññèþ ãåíîâ-ìèøå-
íåé â êåðàòèíîöèòàõ è ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ðåãóëÿòîðîì
ðàçâèòèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè ýïèòåëèàëüíûõ òêàíåé
(Mills et al., 1999; Yang et al., 1999).

Â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè âñåõ òðåõ áåëêîâ ñåìåéñòâà
ð53 âàæíåéøóþ ðîëü èãðàþò óáèêâèòèíëèãàçû (Marouco
et al., 2013). Îñíîâíûì íåãàòèâíûì ðåãóëÿòîðîì ð53 è,
êàê áûëî ïîêàçàíî ïîçäíåå, ð73 ÿâëÿåòñÿ óáèêâèòèíëèãà-
çà MDM2 (Ongkeko et al., 1999; Kadakia et al., 2001; Äàêñ
è äð., 2013).

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè òàêæå èçâåñòíî, ÷òî E3-óáèê-
âèòèíëèãàçà Pirh2, ñîäåðæàùàÿ RING-äîìåí, ïðîäóêò
ãåíà RCHY1 ÷åëîâåêà, ñïîñîáíà ìîäèôèöèðîâàòü íå òîëü-
êî ð53, íî òàêæå ð63 (Jung et al., 2013; Yan et al., 2013) è
ð73 (Jung et al., 2011) è òåì ñàìûì ñïîñîáñòâîâàòü èõ ïðî-
òåàñîìíîé äåãðàäàöèè. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî òðàíñêðèï-
öèÿ PIRH2 àêòèâèðóåòñÿ áåëêîì ð53, ÷òî ïðèâîäèò ê
óáèêâèòèíçàâèñèìîé äåãðàäàöèè ïîñëåäíåãî. Òàêèì îá-
ðàçîì, ôîðìèðóåòñÿ ïåòëÿ îáðàòíîé ðåãóëÿöèè ìåæäó ð53
è Pirh2 (ñì îáçîð: Äàêñ è äð., 2013). Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî
ìíîãèå òèïû ðàêîâûõ îïóõîëåé, íàïðèìåð ðàê ëåãêîãî,
ðàê ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû è ãåïàòîêëåòî÷íàÿ êàðöèíî-
ìà, õàðàêòåðèçóþòñÿ ïîâûøåííûì óðîâíåì ýêñïðåññèè
Pirh2 (Logan et al., 2006; Shimada et al., 2009). Ïðè ýòîì
ìåõàíèçìû åãî ðåãóëÿöèè â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçó÷åíû íå-
äîñòàòî÷íî.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëîñü îïðåäåëèòü çàâèñè-
ìîñòü ýêñïðåññèè îíêîñóïðåññîðà p63 è óáèêâèòèíëèãàçû
Pirh2.

2 0 1 5 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 57, ¹ 12

876



Â õîäå íàñòîÿùåé ðàáîòû ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ýêñï-
ðåññèÿ áåëêà Pirh2 àêòèâèðóåòñÿ òðàíñêðèïöèîííî-àêòèâ-
íîé ïîëíîðàçìåðíîé èçîôîðìîé áåëêà ð63.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êëåòî÷íûå ëèíèè ðàêà òîë-
ñòîé êèøêè ÷åëîâåêà: HCT116 p53+/+ (ýêñïðåññèðóþò ãåí
TP53 äèêîãî òèïà) è HCT116 p53–/– (äåëåöèÿ ïî ãåíó
TP53), à òàêæå êëåòî÷íûå ëèíèè îñòåîñàðêîìû ÷åëîâåêà
Saos2 ñî âñòðîåííîé Tet-on-ñèñòåìîé, ðåãóëèðóþùåé ýêñ-
ïðåññèþ áåëêîâ TAp63 (êëåòêè Saos2-TAp63) èëè DNp63
(êëåòêè Saos2-DNp63), ïðè äîáàâëåíèè äîêñèöèëèíà
(4 ìêã/ìë) (Gressner et al., 2005). Êëåòî÷íûå ëèíèè êóëü-
òèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â ñðåäå DMEM (Invitrogen, ÑØÀ),
ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ), â ïðèñóò-
ñòâèè ñìåñè ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà (Áèîëîò, Ðîñ-
ñèÿ). Äëÿ ïðîâåäåíèÿ èììóíîáëîòèíãà áåëêè ðàçäåëÿëè ñ
ïîìîùüþ 13%-íîãî ÏÀÀÃ â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ.
Áåëêè ïåðåíîñèëè íà PVDF-ìåìáðàíó, êîòîðóþ çàòåì èí-
êóáèðîâàëè ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ïåðâè÷íûìè àíòèòåëà-
ìè. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïåðâè÷íûå àíòè-
òåëà: ïðîòèâ Pirh2 (Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ, ðàçâåäåíèå
1 : 1000), ïðîòèâ ÍÀ-ýïèòîïà (Covance, ÑØÀ, ðàçâåäåíèå
1 : 1000), ïðîòèâ ð53 (Millipore, Ãåðìàíèÿ, ðàçâåäåíèå
1 : 1000) è ïðîòèâ b-àêòèíà (Sigma Aldrich, ÑØÀ, ðàçâå-
äåíèå 1 : 5000). Äëÿ îöåíêè óðîâíÿ ýêñïðåññèè Pirh2 èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòîä êîëè÷åñòâåííîé ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì
âðåìåíè. Äëÿ ýòîãî òîòàëüíóþ ÐÍÊ ýêñòðàãèðîâàëè
èç êëåòîê Saos2-TAp63 è Saos2-DNp63 ïîñëå îáðàáîòêè
äîêñèöèëèíîì (4 ìêã/ìë) ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòà Tri-
Zol (ThermoFisher, Ëàòâèÿ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèð-
ìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ñèíòåç êÄÍÊ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìî-
ùüþ íàáîðà RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit
(ThermoFisher, Ëàòâèÿ) ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ôèð-
ìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Àìïëèôèêàöèþ ïðîâîäèëè íà ïðè-
áîðå CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad, ÑØÀ). Äëÿ àíàëèçà ýêñïðåññèè ãåíîâ PIRH2 è
GAPDH èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïðàéìåðû: ê PIRH2
ïðÿìîé TATCCTGGGGGAAGGATCGG è îáðàòíûé
ACAGCAAGGTGCCTTTAGGA, ê GAPDH ïðÿìîé GAG-
GTCAATGAAGGGGTCAT è îáðàòíûé AGTCAACG-
GATTTGGTCGTA.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Á å ë î ê p 5 3 à ê ò è â è ð ó å ò ý ê ñ ï ð å ñ ñ è þ P i r h 2 â
ê ë å ò ê à õ ë è í è è ð à ê à ò î ë ñ ò î é ê è ø ê è ÷ å ë î â å ê à
H C T 1 1 6. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü ìÐÍÊ è
áåëêà Pirh2 â êëåòêàõ óâåëè÷èâàåòñÿ â ðåçóëüòàòå ñòàáè-
ëèçàöèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà p53 (Leng et al.,
2003). Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ýòèõ äàííûõ ìû èñïîëüçîâàëè
êëåòêè èçîãåííûõ ëèíèé ðàêà òîëñòîé êèøêè ÷åëîâåêà
HCT116, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ñòàòóñó ð53: êëåòêè HCT116
ð53+/+ è HCT116 ð53–/–. Ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê îáåèõ ëè-
íèé ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèì àãåíòîì äîêñîðóáèöèíîì â
êîíöåíòðàöèè 0.5 ìêÌ â òå÷åíèå 9 ÷ ìû íàáëþäàëè â
êëåòêàõ HCT116 ð53+/+ ñòàáèëèçàöèþ áåëêà ð53 (ðèñ. 1).
Êàê âèäíî èç ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ, áîëåå âûñîêèé èç-
íà÷àëüíûé óðîâåíü è çíà÷èòåëüíîå íàêîïëåíèå Pirh2 â
ðåçóëüòàòå ãåíîòîêñè÷åñêîãî ñòðåññà íàáëþäàëèñü ïðåè-
ìóùåñòâåííî â ëèíèè ð53+/+ ïî ñðàâíåíèþ ñ ëèíèåé ð53–/–,
÷òî ïîäòâåðæäàåò äàííûå î ð53-çàâèñèìîé àêòèâàöèè ýêñ-
ïðåññèè áåëêà Pirh2.

T A p 6 3 ñ ò à á è ë è ç è ð ó å ò P i r h 2 í à ó ð î â í å
á å ë ê à. Òàê êàê áåëêè ñåìåéñòâà ð53 èìåþò âûñîêóþ
ñòðóêòóðíóþ ãîìîëîãèþ è ñïîñîáíû ñâÿçûâàòüñÿ ñ îäè-
íàêîâûìè ïðîìîòîðíûìè îáëàñòÿìè ãåíîâ-ìèøåíåé, ìû
ïðåäïîëîæèëè, ÷òî òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð ð63 ìîæåò
àêòèâèðîâàòü è ýêñïðåññèþ ãåíà PIRH2. Äëÿ ïðîâåðêè
ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ìû èñïîëüçîâàëè êëåòêè ëèíèé îñ-
òåîñàðêîìû ÷åëîâåêà Saos2 ñ èíäóöèðóåìîé òåòðàöèêëè-
íîì ýêñïðåññèåé äâóõ èçîôîðì áåëêà ð63 (ñ Tet-on-ñèñòå-
ìîé): Saos2-TAp63, ýêñïðåññèðóþùèå ïîëíîðàçìåðíóþ
òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíóþ èçîôîðìó áåëêà ð63, è Sa -
os2-DNp63, ýêñïðåññèðóþùèå èçîôîðìó áåëêà ð63 ñ îò-
ñóòñòâóþùèì òðàíñàêòèâàöèîííûì äîìåíîì.

Ïîñëå èíäóêöèè äîêñèöèêëèíîì ýêñïðåññèè áåëêà
p63 â êëåòêàõ îáåèõ ëèíèé â òå÷åíèå 9, 16 è 24 ÷ ñòàáèëè-
çàöèþ áåëêà Pirh2 íàáëþäàëè òîëüêî â êëåòêàõ, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèõ ïîëíîðàçìåðíóþ èçîôîðìó TAp63 (ðèñ. 2, à).
Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðàíåå îïóáëèêî-
âàííûìè ñîîáùåíèÿìè î òîì, ÷òî òîëüêî èçîôîðìà
TAp63, èìåþùàÿ òðàíñàêòèâàöèîííûé äîìåí, ñïîñîáíà
àêòèâèðîâàòü ãåíû-ìèøåíè ð53 è, òàêèì îáðàçîì, êîì-
ïåíñèðîâàòü åãî ôóíêöèè (Cam et al., 2014).

T A p 6 3 à ê ò è â è ð ó å ò ý ê ñ ï ð å ñ ñ è þ ã å í à , ê î -
ä è ð ó þ ù å ã î P i r h 2, í à ó ð î â í å ì Ð Í Ê. Íàáëþäàå-
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ñòàáèëèçàöèè áåëêà p53 íà óðîâåíü áåëêà Pirh2 â êëåòêàõ ëèíèé HCT116 ñ ðàçíûì ñòàòóñîì p 53 (êëåòêè ëèíèé
HCT116 p53–/– è HCT116 p53+/+) ïîñëå îáðàáîòêè äîêñîðóáèöèíîì (ÄÐ, ìêÌ â òå÷åíèå 9 ÷). Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç.

Ê — êîíòðîëü, b-àêòèí — êîíòðîëü íàãðóçêè.



ìûé ýôôåêò ïîâûøåííîé ýêñïðåññèè Pirh2 çà ñ÷åò TAp63
ìîæåò áûòü îïîñðåäîâàí êàê ïîâûøåííîé òðàíñêðèï-
öèåé, òàê è ïîñòòðàíñëÿöèîííûìè ìåõàíèçìàìè. Â ñâÿçè
ñ ýòèì ìû ïðîâåëè ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè äëÿ
îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà ìÐÍÊ PIRH2 â êëåòêàõ ëèíèé
Saos2-TAp63 è Saos2-DNp63 ïîñëå èíäóêöèè äîêñîöèê-
ëèíîì. Êàê âèäíî íà ðèñ. 2, á, îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî
ìÐÍÊ PIRH2 ïîâûøàåòñÿ òîëüêî â îòâåò íà àêòèâàöèþ
TAp63, íî íå DNp63. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî ãåí, êîäèðóþùèé áåëîê Pirh2, ÿâëÿåòñÿ òðàíñêðèïöè-
îííîé ìèøåíüþ àêòèâíîé èçîôîðìû ÒÀp63.

Òàêèì îáðàçîì, íàì óäàëîñü óñòàíîâèòü àëüòåðíàòèâ-
íûé ð53-íåçàâèñèìûé ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè
áåëêà Pirh2 çà ñ÷åò ð63, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ïðèìåðîì ïåðåñå÷å-
íèÿ ôóíêöèé áåëêîâ ñåìåéñòâà ð53.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-

âàíèé (ïðîåêò 14-04-32242) è Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî
ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068).
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TUMOR SUPPRESSOR p63 REGULATES EXPRESSION OF UBIQUITIN LIGASE Pirh2
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Transcription factor p63 is a member of the p53 protein family. Due to the high degree of structural simila-
rity p53, p63, and p73 are known to have overlapping functions relating to cell cycle regulation, apoptosis and
tumor transformation. Furthermore, p63 plays crucial role in epidermal tissue development and differentiation.
Pirh2 (product of RCHY1 gene) is an E3 ubiquitin ligase modifying all three members of the p53 family resul-
ting in their subsequent proteasomal degradation. Our results demonstrate that p63, similar to p53, is able to re-
gulate expression levels of Pirh2. Importantly, Pirh2 expression is activated only by transcriptionally active iso-
form of p63 — TAp63, but not the N-terminally truncated DNð63.
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Îíêîñóïðåññîð p63 ðåãóëèðóåò ýêñïðåññèþ óáèêâèòèíëèãàçû Pirh2 879


