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Список сокращений, принятых в работе 

SNP - однонуклеотидный полиморфизм (single nucleotide polymorphism) 

TСБ - ТАТА-связывающий белок  

PolII - РНК полимераза II 

ПААГ – полиакриламидный гель 

TF- транскрипционный фактор 

EMSA – метод задержки ДНК в геле (electromobility shift assay) 

ФРПЭ – Фёрстеровский резонансный перенос энергии (FRET) 

пн - пара нуклеотидов 

НК - нуклеиновая кислота 

ОДН – олигодезоксирибонуклеотид, содержащий ТАТА-бокс 

BRE – элемент ДНК, узнающий транскрипционный фактор  IIB  (TFIIB-

recognition element)  

Inr – инициаторный элемент (Initiator) 

MTE – элемент «мотив десяти» (Motif ten element)  

DPE – нижний промоторный элемент (downstream promoter element)  

DCE – нижний кор-элемент (downstream core element)  

XСPE1 – Х «кор»-промоторный элемент 1 (Х core promoter element 1) 
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Введение 

Актуальность. Выяснение молекулярных механизмов генетической предрас-

положенности к различным заболеваниям человека является одной из фундамен-

тальных проблем генетики, молекулярной генетики и медицины. Одним из наибо-

лее активно развивающихся направлений в этой области является выявление одно-

нуклеотидных полиморфизмов, SNP, кандидатных генов, ассоциированных с тем 

или иным наследственным заболеванием, и установление связи между определен-

ным вариантом последовательности ДНК и патологией. Оказалось, что кодирую-

щие белки области генома, SNPs в которых приводят к аминокислотной замене и 

нарушению функции белка, гораздо более изучены, чем регуляторные области, 

SNPs в которых могут изменять сайты связывания транскрипционных факторов, 

следствием чего может быть аллель-специфическая экспрессия генов, различия в 

чувствительности к факторам внутренней и внешней среды, разная предрасполо-

женность к заболеваниям и чувствительность к терапии и т. п. В связи с этим выяв-

ление SNPs регуляторных районов генов, в частности, промоторов, и изучение мо-

лекулярных механизмов, посредством которых SNPs сайтов связывания тран-

скрипционных факторов могут оказывать влияние на фенотипические признаки, 

является актуальным и перспективным направлением. 

      Осуществление проекта «1000 геномов» выявило десятки миллионов SNPs 

в регуляторных районах генов, что привело к обострению проблемы их аннотации 

– определению фенотипических проявлений и повышенной предрасположенности 

к тем или иным наследственным заболеваниям. Очевидно, что без компьютерного 

анализа такого огромного количества данных не обойтись. Он ускорит поиск био-

медицинских маркеров, что будет большим ресурсом в биомедицинских исследо-
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ваниях и разработке лекарственных препаратов. В последнее время вопросам анно-

тации SNPs уделяется все больше внимания, но значительного прорыва не проис-

ходит, так как компьютерным методам не хватает надежной экспериментальной 

верификации, чтобы предотвратить очень дорогостоящую во всех отношениях 

проверку ложно-положительных прогнозов о связи SNPs с заболеваниями. Важ-

ность и актуальность проблемы явилась причиной для проведения нами комплекс-

ного компьютерно - экспериментального изучения однонуклеотидных полимор-

физмов ТАТА-боксов промоторов генов человека. 

     Специфические последовательности промоторной ДНК являются кодом, ко-

торый во многом определяет где, когда и с какой эффективностью будет транскри-

бироваться и затем экспрессироваться ген. ТАТА-бокс является одним из наиболее 

изученных промоторных элементов. От последовательности ТАТА-бокса зависит 

сродство к нему ТАТА-связывающего белка (ТСБ), в составе базального фактора 

транскрипции TFIID или самостоятельно связывающегося со своим мишеневым 

участком и запускающим сборку транскрипционного комплекса на ТАТА-

содержащих промоторах II класса. Во многих работах с помощью молекулярно-

биологических и клинических методов показано, что SNPs в ТАТА-боксе и окру-

жающих его последовательностях ассоциируются с повышенным риском возник-

новения сложных наследственных заболеваний: сердечно-сосудистых, онкологиче-

ских, артрита, рассеянного склероза и др. Иногда SNPs являются причиной моно-

генных заболеваний, таких синдром Жильбера, Коппок-подобная катаракта, бэта-

талассемии различной тяжести и др.  

Ранее в cекторе молекулярно-генетических механизмов белок-нуклеиновых 

взаимодействий ИЦиГ были получены экспериментальные данные о зависимости 
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аффинности TСБ к ТАТА-боксам некоторых генов эукариот от последовательно-

стей ТАТА-боксов (Савинкова и др., 2007), которые были проанализированы в ла-

боратории теоретической генетики ИЦиГ СО РАН под руководством Пономаренко 

М.П. В результате анализа в 2008 г. была разработана модель и уравнение пошаго-

вого связывания TСБ c ТАТА-боксом (Пономаренко и др., 2008), позволяющее 

прогнозировать сродство ТСБ/ТАТА, основанное на анализе последовательности 

ДНК ТАТА-боксов. Затем была собрана электронная коллекция SNPs ТАТА-

боксов (с фланкирующими последовательностями), ассоциированных с наслед-

ственными заболеваниями, которые были подтверждены клинически и  молекуляр-

но-биологически,  и с помощью разработанного уравнения сделаны прогнозы из-

менения сродства ТСБ/ТАТА. А в нашем секторе проведена экспериментальная ве-

рификация сделанных прогнозов. Эксперименты показали высокую корреляцию 

экспериментальных результатов с прогнозами, сделанными in silico.  Коэффициент 

линейной корреляции, r = 0.822 при α <10
-7

 (Savinkova et al., 2013).  

  Полученные результаты позволили нам приступить к решению следующей 

задачи - компьютерному формированию библиотеки неаннотированных SNPs ТА-

ТА-боксов промоторов генов человека, отобранных из доступных баз данных,  ана-

лизу in silico последовательностей ДНК ТАТА-боксов с помощью разработанного 

на основании уравнения пошагового связывания (Пономаренко и др., 2008) Web-

сервиса SNP_TATA Comparator (Рассказов и др., 2013), отбору наиболее подходя-

щих примеров, и затем  экспериментальному подтверждению in vitro и ex vivo (на 

культуре клеток) сделанных прогнозов in silico по влиянию SNPs на сродство 

ТСБ/ТАТА. 
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         Цель работы заключалась в анализе in silico, in vitro и ex vivo неанноти-

рованных SNPs ТАТА-боксов промоторов генов человека для выявления потенци-

ально функционально значимых SNPs. 

      Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Формирование электронной библиотеки и компьютерный анализ неаннотиро-

ванных однонуклеотидных полиморфизмов ТАТА-боксов промоторов генов 

липидного метаболизма человека; 

2. Определение кинетических и термодинамических характеристик комплексов 

ТСБ/ТАТА анцестральных и минорных аллелей с помощью метода EMSA;  

3. Анализ термодинамических характеристик комплексов ТСБ/ТАТА анцестраль-

ных и минорных аллелей; 

4. Определение в режиме реального времени кинетических характеристик ком-

плексов ТСБ/ТАТА методами остановленной струи и резонансного переноса 

энергии; 

5. Получение плазмидных конструкций с анцестральными аллелями и минорны-

ми, SNP-содержащими ТАТА-боксами промоторов генов LEP и CYP2А6, и изу-

чение их влияния на экспрессию репортерного гена LUC.  

6. Анализ возможного фенотипического проявления SNPs в ТАТА-боксах промо-

торов генов. 

 

Научная новизна 

Впервые в мире проведено компьютерно-экспериметальное исследование, 

включающее поиск и экстракцию из баз данных неаннотированных SNPs ТАТА-
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боксов промоторов генов человека, компьютерный анализ последовательностей с 

использованием разработанного в ИЦиГ СО РАН Web сервиса 

SNP_TATA_Comparator и экспериментальную верификацию in vitro и ex vivo на 

культуре клеток. Экспериментальная верификация in vitro  с использованием мето-

да задержки ДНК в геле, метода остановленной струи и флуоресцентного резо-

нансного переноса энергии, и ex vivo на культуре клеток показала высокую корре-

ляцию опыт/прогноз (r=0.89). В работе впервые получены кинетические характери-

стики комплексов ТСБ с олигодезоксинуклеотидами, идентичными ТАТА-боксам с 

фланкирующими нуклеотидами анцестральных и минорных аллелей ряда генов 

липидного метаболизма человека, которые по прогнозам могут быть ассоциирова-

ны с повышенным риском возникновения нарушения липидного метаболизма. 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Экспериментальная верификация показала эффективность использования 

Web сервиса SNP_TATA_Comparator для предсказания новых потенциально функ-

ционально значимых мутаций ТАТА-боксов.  

2. Мутации ТАТА-боксов, изменяющие сродство ТАТА-связывающего белка, 

влияют на экспрессию генов, находящихся под регуляцией этих ТАТА-бокс-

содержащих промоторов. 

3. Формирование комплексов ТАТА-связывающего белка с ТАТА-боксами в 

режиме реального времени происходит как по прямому пути, так и через промежу-

точные стадии, количество которых возрастает с увеличением концентрации ТА-

ТА-связывающего белка и длины олигонуклеотида. 
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Теоретическая и практическая значимость исследования 

Теоретическая значимость работы заключается в том, что экспериментально 

доказана возможность использования разработанного компьютерного метода 

SNP_TATA_Comparator для предсказания потенциально значимых мутаций ТАТА-

боксов промоторов генов человека. Теоретическое значение работы  также заклю-

чается в том, что определен механизм реализации мутационных изменений ТАТА-

боксов реальных промоторов генов липидного метаболизма человека. 

 Практическая значимость исследований заключается в том, что полученные 

данные могут использоваться для доклинической проверки врачами кандидатных 

SNP-маркеров ТАТА-боксов в предиктивно-превентивной персонализированной 

медицине. 

Апробация работы 

По материалам диссертации опубликовано 10 статей в журналах из перечня 

ВАК. Результаты работы были представлены на научных конференциях: «BGRS-

2014» (Новосибирск, 2014), Актуальные проблемы вычислительной и прикладной 

математики 2015 (AMCA 2015) (Новосибирск, 2015), 7 съезд Российского общества 

медицинских генетиков (Санкт-Петербург, 2015), «BGRS-2016» (Новосибирск, 

2016). 
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1. Обзор литературы 

1.1. Характеристика транскрипционного комплекса РНК-

полимеразы II…………………………………………………………….. 

      Нормальное функционирование многоклеточных организмов зависит от 

правильного сочетания регулирующих экспрессию генов событий, которые обес-

печивают необходимый уровень экспрессии в нужное время, в нужном месте и на 

нужном уровне. В связи с бесчисленными взаимодействиями генетических факто-

ров и факторов внутренней и внешней среды, описание заболеваний является 

большой проблемой для биомедицинских исследований. Классические генетиче-

ские заболевания, как правило, возникают из-за изменения в одном гене или аллеле 

и называются моногенными. Заключаются такие генетические изменения, в основ-

ном, в замене одного нуклеотида на другой, вставки нуклеотида или его делеции. 

Почти все моногенные заболевания наследуются согласно классическим законам 

Менделя. Примером моногенных заболеваний, возникших в результате однонук-

леотидной замены, являются серповидно-клеточная анемия, талассемии, фенилке-

тонурия, врожденная катаракта и др. Комплексные заболевания, в отличие от мо-

ногенных, порой трудно описать и поставить диагноз, так как они возникают в ре-

зультате сочетанного взаимодействия множества факторов. Известно, что многие 

комплексные (или многофакторные) заболевания, такие как сердечно-сосудистые и 

гипертония, болезнь Альцгеймера, рак, сахарный диабет второго типа и др. с по-

вышенной частотой развиваются среди близких родственников. Это свидетель-

ствует о том, что генетические факторы играют главную роль в патогенезе болез-

ней, помимо факторов внутренней и внешней среды и индивидуального поведения. 
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Использование биоинформатических методов и подходов с возможностью анализа 

больших объемов данных способствует выявлению и более полной характеристике 

комплексных заболеваний. Анализ in silico позволяет проследить и выбрать из 

множества факторов внешней среды те, которые влияют на фенотип заболевания, 

на чувствительность к терапии, выяснить взаимоотношения между ними и дать 

практические рекомендации для медицины.  

Большинство регуляторных событий происходит на уровне транскрипции и 

опосредуется взаимодействием транскрипционных факторов с регуляторными 

участками ДНК, которые сосредоточены в промоторной области гена, расположен-

ной слева от стартового участка транскрипции. Экспрессия большинства генов 

различается между разными клетками и тканями, на разных стадиях развития орга-

низма и при различных физиологических состояниях. 

Известно, что РНК-полимераза II (Pol II) работает со всеми белок-

кодирующими генами и генами большинства малых ядерных РНК, микро РНК и 5S 

РНК. Регуляторные элементы генов — это специфические цис-действующие по-

следовательности ДНК, которые узнаются транс-действующими транскрипцион-

ными факторами. При этом у многоклеточных эукариот цис-регуляторные элемен-

ты обычно делят в зависимости от расстояния от старта транскрипции на «ближ-

ние» или промоторные элементы, и дистальные, т.е. действующие на больших рас-

стояниях (Рис. 1). Под промотором гена обычно предполагают совокупность цис-

регуляторных элементов, расположенных только вблизи сайта старта транскрип-

ции TSS (transcription start site), и необходимых либо для инициации транскрипции, 

либо для увеличения частоты инициации транскрипции. Под промоторной обла-

стью гена обычно подразумевают набор из корового промотора и проксимальных 
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промоторных элементов (Allison, 2007) (Рис. 1), расположение которых может 

сильно различаться. На сегодняшний день под понятием коровый промотор РНК 

полимеразы II принято учитывать два дополняющих друг друга определения – что 

это либо самый минимальный участок непрерывной последовательности ДНК, ко-

торый достаточен для точной инициации транскрипции этой полимеразой (Butler, 

Kadonaga, 2002; Juven-Gershon et al., 2006), либо это область ДНК, расположенная 

на расстоянии ~ 40 нуклеотидов слева (вверх) и справа (вниз) от старта транскрип-

ции гена, на которой сконцентрировано вариабельное количество регуляторных 

участков (Baumann et al., 2010), таких как ТАТА-бокс, BRE (TFIIB-recognition ele-

ment), Inr (Initiator), MTE (Motif ten element), DPE (downstream promoter element), 

DCE (downstream core element) и XСPE1 (Х core promoter element 1) (Juven-Gershon, 

Kadonaga, 2010).  

Исторически так сложилось, что под коровым промотором предполагался 

транскрипционный элемент, функционирующий повсеместно и взаимодействую-

щий в разных комбинациях с различными энхансерами, находящимися в разнооб-

разном окружении. На сегодняшний день под промоторами подразумевают струк-

турно и функционально разнообразные транскрипционные регуляторные элементы 

(Juven-Gershon and Kadonaga, 2010), что актуально при анализе активности генов, 

когда необходимо учитывать наличие всех специфических компонентов корового 

промотора.  
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Рисунок 1. Цис-действующие регуляторные последовательности ДНК у эука-

риот. На рисунке указана организация и расположение дистального регуляторного 

элемента (энхансера), а также проксимального и корового промотора (Ohler, 

Wassarman, 2010). На рисунке схематично изображено, что с проксимальными 

промоторными элементами и дистальными регуляторными областями взаимодей-

ствуют сиквенс-специфичные транскрипционные факторы, а с коровым промото-

ром взаимодействуют базальные транскрипционные факторы.  

 

По разным источникам в геноме многоклеточных эукариот на белки, участву-

ющие в регуляции транскрипции, приходится от 5 до 10% кодирующих последова-

тельностей. Таких белков в геноме дрожжей закодировано около 300, у Drosophila 

1000, а у человека количество белков может достигать 3000. Белки, участвующие в 

регуляции транскрипции, делят на три основных класса:  

1. Белки аппарата базальной транскрипции. Так как сама по себе полимера-

за не может узнавать коровый промотор, то для процесса узнавания требуется 

наличие общих, или базальных, факторов транскрипции (GTFs - general 

transcription factors или basal transcription factors), которые функционируют не уни-

версально во всех коровых промоторах (Thomas and Chiang, 2006). Считается, что 

присутствие общих факторов транскрипции (GTFs) необходимо и может быть до-

специфичные 
транскрипционные 

факторы

базальные 
транскрипционные 

факторы

+100-100 +1
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статочным условием для обеспечения точной инициации транскрипции in vitro 

(Thomas and Chiang, 2006). Факторы базальной транскрипции включают TFIIA 

(transcription factor, RNA polymerase II, A), TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF и TFIIH. 

TFIID представляет собой мультибелковый комплекс, состоящий из ТСБ (или TBP 

- TATA-box binding protein) и ассоциированных с ним факторов (TBP-associated 

factors, TAFs). В начале транскрипции на коровом промоторе собирается преини-

циаторный комплекс транскрипции (preinitiation complex, PIC), состоящий из ба-

зальных факторов и РНК-полимеразы II. После окончания сборки PIC, при наличии 

субстратов (четырех нуклеозидтрифосфатов) происходит процесс инициации тран-

скрипции, после чего полимераза переходит в стадию элонгации, удлиняя синтези-

рованную молекулу РНК.  

2. Транскрипционные факторы: это ДНК-связывающие регуляторные белки, 

являющиеся ДНК-специфическими и работающие путем связывания с промотора-

ми генов или дистальными регуляторными элементами, и опосредующие тран-

скрипционную активацию или репрессию, специфичную для генов. Активаторы, 

как правило, стимулируют формирование PIC, но могут также и увеличивать ско-

рость элонгации транскрипции, и обеспечивать множественные раунды транскрип-

ции, а также направлять модификации хроматина (Weake and Workman, 2010).   

3. Транскрипционные коактиваторы и корепрессоры: К этой группе относят 

белки, изменяющие транскрипционную активность генов без прямого взаимодей-

ствия с ДНК, а только за счет белок-белковых взаимодействий. Коактиваторы и ко-

репрессоры могут привлекать белки с различными энзиматическими активностями 

в отношении структуры хроматина, но также они и сами могут выполнять эту 

функцию. Такие белки регулируют связывание и движение транскрипционной ма-
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шины через хроматин и состоят из комплексов белков ремоделинга и модификации 

хроматина (Allison, 2007). Для транскрипции, осуществляемой Pol II, наиболее не-

обходимым и значимым коактиватором является мультибелковый комплекс 

Mediator (Kim et al., 1994), взаимодействующий с С-концевым доменом Pol II. 

Базальный транскрипционный комплекс состоит из РНК-полимеразы II и ба-

зальных факторов транскрипции, и сборка базального транскрипционного ком-

плекса на ТАТА-содержащих промоторах начинается с узнавания и связывания 

ТАТА-бокса ТАТА-связывающим белком (ТСБ). Такое связывание приводит к из-

гибанию ДНК, причем, чем сильнее изгиб ДНК, тем более активной будет после-

дующая транскрипция (Starr et al., 1995). 

 После образования комплекса «ТСБ/ТАТА» к нему присоединяется базальный 

фактор транскрипции TFIIA. Он укрепляет комплекс «ТСБ/ТАТА», к которому за-

тем присоединяется TFIIB, связываясь с участками, прилегающими к ТАТА-боксу 

слева и справа. Присоединение TFIIB регулирует транскрипционную активность 

(Kim et al., 2005). Затем к субкомплексу «ТАТА-ТСБ-TFIIА-TFIIB» присоединяется 

РНК-полимераза II, чаще всего находящаяся в комплексе с TFIIF. Завершает сбор-

ку базального комплекса присоединение к образовавшемуся ансамблю базальных 

факторов TFIIE и TFIIH, при добавлении субстратов ведущее к эффективной ини-

циации транскрипции – это последовательный путь сборки PIC (Lagrange et al., 

1998). Следует отметить, что путь сборки преинициаторного комплекса до сих пор 

точно не ясен. Недавно с помощью метода флуоресцентной микроскопии одной 

молекулы показано (Horn et al., 2016), что активность транскрипции зависит от ба-

зальных транскрипционных факторов – ТСБ, IIB и IIF, которые могут образовы-

вать комплексы между собой. Авторы работы (Horn et al., 2016) показали, что IIB 
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может присоединяться к подкомплексу (ТСБ+ДНК) только до добавления IIF, ко-

торый препятствует его контакту с подкомплексом. Без труда образуются комплек-

сы между Pol II и ДНК-дуплексами, но для транскрипционной активности этих 

комплексов необходимы базальные факторы ТСБ, IIB и частично IIF.  

Известен альтернативный путь сборки – голоферментный. Он заключается в 

том, что к промотору присоединяется большой голоферментный комплекс, вклю-

чающий гипофосфорилированную форму РНК-полимеразы II, преассоциирован-

ную с вариабельным количеством факторов, чаще всего с базальными факторами 

транскрипции TFIIF, TFIIE и TFIIH, а также с компонентами мультисубъединично-

го медиаторного комплекса, хроматин-ремодулирующими белками, ферментами 

репарации ДНК и процессинга мРНК (Buratowski et al., 1989).  

 

1.2. Базальные транскрипционные факторы II класса 

Раньше считалось, что строение базального транскрипционного комплекса ин-

вариантно для разных типов клеток, а сейчас показано существование семейства 

факторов, родственных ТСБ - TRF (TBP-related factors), и семейства факторов, ас-

социированных с ТСБ – TAFs (Malik, Roeder, 2000). Если с ТАТА-направляемых 

промоторов транскрипцию инициирует РНК-полимераза II в ансамбле с базальны-

ми факторами TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIF, TFIIE и TFIIH, то с DPE-направляемых 

промоторов транскрипция не может инициироваться этим набором базальных фак-

торов (Maldonado, 1996), так как ТСБ инициирует ТАТА-зависимую и репрессиру-

ет DPE-зависимую транскрипцию (Tora, 2010). Поэтому для инициации транскрип-

ции с DPE-направляемых промоторов необходимы NC2 (negative cofactor 2) и Mot1 
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(ATPаза, которая удаляет ТСБ с ДНК), которые блокируют функцию ТСБ и иници-

ируют DPE-зависимую транскрипцию (Tora, 2010). DPE вместе с Inr работает как 

заменитель ТАТА-бокса (Veenstra, Wollfe, 2001) и как единая кор-промоторная 

единица. Таким образом, регуляция транскрипции белок-кодирующих генов обес-

печивается не только разнообразием энхансеров, но и разным составом кор-

промоторных элементов (Smale, Kadonaga, 2003), существованием ткане- и ген-

специфических вариантов базальной транскрипционной машины РНК-полимеразы 

II.  

Транскрипция с корового промотора осуществляется аппаратом базальной 

транскрипции. Существование множества типов коровых промоторов приводит к 

наличию разных механизмов базальной транскрипции (Kadonaga, 2012). Так как 

транскрипция любого белок-кодирующего гена РНК-полимеразой II начинается со 

сборки базального транскрипционного комплекса на кор-промоторе, то исследова-

ние паттернов инициации транскрипции обнаружило два разных способа инициа-

ции транскрипции – с одного сильного стартового участка (способ инициации 

транскрипции называют фокусированным, когда транскрипция начинается с един-

ственного нуклеотида или в пределах кластера нескольких нуклеотидов) или с не-

скольких слабых сайтов старта транскрипции (диспергированный способ инициа-

ции транскрипции), расположенных в области 50-100 нуклеотидов  (Smale, Ka-

donaga, 2003). Регулируемые гены транскрибируются, в основном, с фокусирован-

ных промоторов, а конститутивные - с диспергированных. Хотя встречаются и 

комбинированные промоторы, имеющие много стартовых участков, из которых 

один наиболее сильный (Juven-Gershon, Kadonaga, 2010). 
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Наиболее древним типом промоторов считаются фокусированные промоторы, 

которые часто содержат ТАТА-бокс (Juven-Gershon et al., 2008) и являются консер-

вативными от архей до позвоночных. Характерной чертой дисперсных промоторов 

является сверхпредставленность CpG-островков. Под контролем дисперсных про-

моторов находятся большинство генов высших эукариот. Например, у позвоноч-

ных дисперсные промоторы имеют до 70% генов. Считается, что у генов с регули-

руемой экспрессией (индуцируемых) есть фокусированные промоторы, а дисперс-

ные промоторы в основном используются генами с конститутивной экспрессией, т. 

н. гены «домашнего хозяйства» (Рис. 2). 

 

Рисунок 2. Фокусированный и дисперсный способ инициации транскрипции 

(Kadonaga, 2012). 

 

Большая часть исследований механизмов транскрипции РНК-полимеразой II 

была выполнена на фокусированных промоторах, хотя доля фокусированных про-

моторов у позвоночных невелика. Это связано с активно развивающимся на сего-

дняшний день направлением по изучению регулируемых генов, с которыми и ассо-

циированы фокусированные промоторы, что является биологически значимым. Ис-

следования фокусированных промоторов привело к открытию таких регуляторных 

Фокусированная транскрипция Регулируемые геныФокусированная транскрипция

Дисперсная транскрипция Гены «домашнего хозяйства»
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мотивов, как ТАТА-бокс, BREu (upstream TFIIBrecognition element), Inr (initiator), 

MTE (motif ten element), DPE (downstream promoter element), DCE (downstream core 

element) и XCPE (Xcore promoter element) (Рис. 3). Дисперсные промоторы обычно 

лишены мотивов BRE, TATA, DPE и MTE (Sandelin et al., 2007; Carninci et al., 2006) 

в отличие от фокусированных.  Скорее всего, существуют фундаментальные раз-

личия в механизмах транскрипции с фокусированных и дисперсных промоторов. 

 

Рисунок 3. Схема приблизительного расположения ряда коровых промотор-

ных элементов в промоторах (ТАТА-бокс, BREu, Inr , MTE, DPE, DCE, TCT, Bridge 

и XCPE) (Kadonaga, 2012) в генах, транскрибируемых РНК-полимеразой II . 

1.3. ТАТА-боксы промоторов генов эукариот 

ТАТА-бокс обычно расположен на расстоянии 25-30 нуклеотидов перед стар-

том транскрипции (Gannon et al., 1979). Однако позднее было обнаружено, что точ-

ное положение ТАТА-бокса может варьировать в пределах от 28 до 70 пн перед 

стартом транскрипции, но наблюдается сильное предпочтение фиксированному 

месту - 30-31 пн от TSS (Ponjavic et al, 2006; Hahn, 2004). У дрожжей Saccharomyces 

cerevisiae ТАТА-бокс расположен между 70 и 120 пн от TSS (Yang et al., 2007).   

+1
-40 +40

BREu TATA BREd
Inr

TCT

XCPE1
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ТАТА-бокс (или Goldberg-Hogness box) – это АТ-богатая последовательность 

длиной 8 пар нуклеотидов, которая является наиболее изученным кор-

промоторным элементом, который был первым обнаружен исследователями при 

изучении кластера гистоновых генов у Drosophila melanogaster (Lifton et al., 1978; 

Goldberg, 1979; Proudfoot, 1979). При этом ТАТА-содержащие промоторы состав-

ляют лишь 10–16% генов человека, считываемых РНК-полимеразой II. Из них 

только около 30% промоторов имеют канонический ТАТА-бокс, что свидетель-

ствует о вариабельности канонической последовательности ТАТА-бокса – ТА-

ТАААА – природных промоторов (Hahn et al., 1989). ТАТА-бокс - это богатый А-Т 

парами элемент с консенсусной последовательностью TATAWAAR (W = A или T, 

R = A или G) у многоклеточных организмов. Показано, что в контексте разных 

промоторов одинаковые мутации ТАТА-бокса оказывают различное влияние на ак-

тивность промоторов (Hsu et al., 2008). Несмотря на такую вариабельность ТАТА-

боксов, некоторые ТАТА-содержащие промоторы могут быть очень чувствительны 

к мутациям ТАТА-боксов. Подтверждением этому являются молекулярно-

генетически и клинически подтвержденные однонуклеотидные полиморфные ва-

рианты ТАТА-боксов промоторов генов человека, ассоциированные с предраспо-

ложенностью к наследственным заболеваниям (Савинкова и др. 2009). 

В 1981 году экспериментально было показано, что наличие ТАТА-бокса явля-

ется необходимым и достаточным условием для специфической инициации Pol II-

зависимой транскрипции in vitro (Sassone-Corsi et al., 1981). А однонуклеотидные 

замены (SNP’s) в ТАТА-боксах приводят к существенному падению уровня тран-

скрипции гена (Wasylyk et al., 1980). 
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ТСБ, в составе субъединицы TFIID, распознает ТАТА-бокс и связывается с 

ним. ТСБ и ТАТА-боксы консервативны от архей до человека (Hernandez, 1993; 

Reeve, 2003), ТАТА-бокс есть и у растений (впервые обнаружен Molina and 

Grotewold, 2005). ТАТА-бокс может функционировать в отсутствие Inr, BRE и DPE 

мотивов. 

Известно о допустимых изменениях в составе последовательности канониче-

ского ТАТА-бокса – ТАТАААА. Считается, что не более 20% промоторов генов II 

класса содержащих ТАТА-бокс имеют именно канонический ТАТА-бокс. Тем не 

менее, могут быть очень чувствительны к мутациям ТАТА-элементов некоторые 

ТАТА-содержащие промоторы. Интересно, что одни и те же мутации ТАТА-бокса 

в контексте разных промоторов оказывают на активность промоторов различное 

влияние. Например, если рассмотреть аналогичные замены в генах hsp70 (ТА-

ТА→TGTA) и his3 (TATA→TGTA и TATA→TATG), то в первом случае мутация 

ведет к снижению уровня транскрипции примерно в 10 раз, а во втором случае к 

снижению уровня транскрипции почти в 100 раз (Caron et. al., 1991). 

В исследовании (Wobbe et. al., 1990) авторы показали на примере контекста 

двадцати пяти промоторов как мутации в консенсусе Т1А2Т3А4А5А6А7 влияют на 

активность промотора. Замены Т1>С, Т3>С, А6>G, соответственно, в 1, 3 и 6 по-

ложениях, приводили по сравнению с диким типом  к снижению активности про-

моторов до 30%. Мутации, в результате которых последовательности ТАТА-боксов 

принимали следующий вид - ТАААААА или TATGAA приводили к падению ак-

тивности промоторов до нерегистрируемого уровня. Также сравнивали мутации в 

последовательностях TATNTA и TATNAA (N – любой нуклеотид). Например, за-

мена в 5 положении А5 на Т (N=A) снижала транскрипцию до 30%, а любая другая 
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замена (N=C или G, или T) приводила к увеличению активности в 2 раза. Если про-

должить анализ последовательностей, фланкирующих ТАТА-бокс, то можно ска-

зать, что одинаковые мутации в ТАТА-боксах находящихся в различных кон-

текстах приводят к улучшению или ухудшению субстратных качеств. Последова-

тельности, фланкирующие ТАТА-элемент, могут влиять и на аффинность ТСБ к 

ТАТА. У авторов (Librizzi et al., 1998), например, показано, что изменение фланки-

рующих последовательностей ТАТА в промоторе гена MLP уменьшило константу 

связывания ТСБ с ТАТА-боксом по сравнению с диким промотором. В работе 

(Wolner et al., 2001) авторы анализировали два аденовирусных ТАТА-бокса: MLP 

(имеет сильный базальный промотор) и Е4 (имеет слабый базальный промотор, но 

зато высоко индуцибельный в ответ на действие активаторов). Они брали фланки-

рующие последовательности Е4 и ставили их вместо фланкирующих последова-

тельностей промотора MLP, и соответственно получали промотор MLP с высоким 

ответным уровнем на активаторы и наоборот. Из чего можно сделать вывод, что 

последовательности, фланкирующие ТАТА-элемент, влияют на уровень базальной 

транскрипции и на ответ активаторов. 

В работе (Faiger et al., 2006) авторы определили некоторые мотивы фланкиру-

ющих последовательностей как уникальные для определенных ТАТА-боксов. Ведь 

фланкирующие последовательности в той же степени влияют на взаимодействие 

ТСБ с ТАТА-элементом, как и последовательности самих ТАТА – боксов. Поэтому 

архитектурная сборка ТАТА-бокса с фланкирующими последовательностями име-

ет важное значение и сильно влияет на уровень базальной и активированной тран-

скрипции. Но пока до конца не ясен точный механизм, приводящий к увеличению 

активированной транскрипции. Также для гена MLP последовательности, фланки-
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рующие ТАТА-бокс с разных сторон, являются не равнозначными, – с 5’-стороны 

фланкирующая последовательность более консервативна и имеет повышенное ин-

формационное содержание для ТСБ, чем последовательность, фланкирующая ТА-

ТА-бокс с 3’- стороны (Faiger et al., 2006). 

Из всего перечисленного выше становится очевидно влияние полиморфизмов, 

расположенных в ТАТА-боксе и во фланках, на фенотипические признаки. Таким 

образом, проявляется их особая значимость в процессе онтогенеза человека, когда 

идет мощная пролиферация клеток и их перемещение, а наличие SNP’s может при-

вести к необратимым последствиям, не говоря про изменения координации во вре-

мени и пространстве.  

Поэтому очевидна необходимость экспериментально-компьютерного исследо-

вания SNPs, находящихся в ТАТА-элементах. Такие исследования могли бы спо-

собствовать определению генов-кандидатов комплексных заболеваний человека, 

таких как гипертония, артрит, онкологические заболевания (Lander, 1996; 

Chakravarti, 1999); а также можно было бы выяснить роль SNP в развитии этих и 

других заболеваний и предрасположенности к ним, в различной чувствительности 

человека к факторам окружающей среды и лекарственным препаратам и др. (Ha-

lushka et al., 1999). Такие работы могли бы выявить функционально неаннотиро-

ванные SNPs, обладающие потенциальной возможностью влияния на важные фи-

зиологические процессы и системы организма человека в целом. 

В нашем секторе (Савинкова и др., 2007) были получены аналогичные резуль-

таты, показывающие влияние фланкирующих последовательностей на сродство 

олигонуклеотидов к ТСБ. Для проведения этого эксперимента мы использовали ре-

комбинантный ТСБ человека. Исследование показало, что сродство ТСБ к олиго-
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нуклеотидам, фланкирующим ТАТА-бокс и отличающимся по содержанию АТ-

пар, отличается в 25-30 раз. Поэтому можно сделать вывод, что негативный вклад в 

биологическую активность ТАТА-содержащих промоторов может вносить обога-

щенность фланков ТАТА-боксов легкоплавкими АТ-парами. Следует отметить, что 

полученные нами экспериментальные значения находятся в соответствии с разра-

ботанным ранее алгоритмом предсказания сродства ТСБ к ДНК исходя из ее нук-

леотидной последовательности (Ponomarenko et al., 1999). Используя алгоритм, 

разработанный на основе данных о взаимодействии ТСБ с ТАТА-содержащими 

олигонуклеотидами,  полученных экспериментально (Ponomarenko et al., 1999), был 

проведен компьютерный анализ, который показал, что вокруг ТАТА боксов распо-

ложены GC-обогащенные участки, имеющие меньшее сродство к ТСБ по сравне-

нию со случайными последовательностями ДНК. Вероятно, такой эволюционный 

отбор на обогащенность фланков «GC» объясняется тем, что тугоплавкие GC-

богатые фланки делают более отличимым ТАТА-бокс для ТСБ, а также локализу-

ют легкоплавкую область ТАТА-элемента, как бы фиксируя локальную конформа-

цию ДНК, которая образуется при связывании с ТСБ. 

1.4. Взаимодействие ТСБ с ТАТА-боксами 

Используя словосочетание «взаимодействие ТСБ с ТАТА-боксом», обычно 

предполагают аффиность их связывания или сродство (δ). В работе использовали 

формулу изменения сродства, основанную на экспериментально измеренной рав-

новесной константе диссоциации (KD) δ = -Ln [KD,ТАТА Mut] – (-Ln [KD,ТАТА]) (Кнор-

ре, Мызина, 1992), в которой от логарифма KD ТАТА-бокса с мутацией отнимается 

логарифм KD в норме, т.е. без мутации в ТАТА-боксе. Получается, что чем больше 
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равновесная константа диссоциаци, тем больше необходимо субстрата для дости-

жения равновесия и соответственно аффиность хуже, чем у комплекса с меньшей 

константой (Savinkova et al., 2013).  

Возможность измерения  KD появляется благодаря условию выполнения закона 

действующих масс: 1) лиганд и рецептор сталкиваются благодаря диффузии в вер-

ной ориентации и с достаточной энергией; 2) все рецепторы равнодоступны для 

лиганда; 3) все рецепторы либо свободны, либо связаны с лигандом; 4) ни лиганд, 

ни рецептор не изменяются после связывания; 5) связывание обратимо. 

 

Строение ТАТА-связывающего белка 

Анализ аминокислотной последовательности ТСБ человека, плодовой мушки, 

дрожжей и Arabidopsis показал, что он состоит из филогенетически консерватив-

ной С-терминальной части (карбокситерминальный домен- CTD) длиной в 180 

аминокислотных остатков, и вариабельной N - терминальной части (Hoffman et al., 

1990).  

Кристаллографический анализ комплексов ТСБ-ТАТА показал, что молекула 

ТСБ эукариот имеет седлообразную структуру, вогнутая сторона которой служит 

для специфического связывания с ДНК, а выпуклая для взаимодействия с тран-

скрипционными факторами (Kim et al., 1993; Kim et al., 1993) (Рис. 4). ТСБ состоит 

из филогенетически консервативного С-концевого домена и вариабельного, N – 

концевого домена (Hoffman et al., 1990). Карбокситерминальный (С-концевой) до-

мен более чем на 80% идентичен у ТСБ разных видов (Patikoglou et al., 1999; 

Hoffman et al., 1990), он может направлять эффективную и специфическую тран-

скрипцию in vitro при добавлении других базальных факторов транскрипции и 



 

31 

 

РНК-полимеразы II (Meisterernst et al., 1991). Рентгено - структурный анализ ре-

зультатов футпринтинга и структурного расположения триптических пептидов С-

терминального домена (Hernandez, 1993) показали, что он состоит из двух субдо-

менов, H2 и H2’, которые образуют слегка изогнутый антипараллельный бэта-лист, 

формирующий вогнутое ДНК–связывающее седло, и четырех α-спиралей, лежащих 

на верхней стороне молекулы. С-терминальный домен контактирует с двуцепочеч-

ной ДНК вдоль малой бороздки посредством неполярных и гидрофобных взаимо-

действий, и вызывает ее локальное расплетание и изгиб спирали. Это создает уни-

кальную конформацию, которая строго необходима для сборки преинициаторного 

комплекса и коррелирует с эффективностью транскрипции in vitro и in vivo (Wu et 

al., 2001). N-концевой домен ТСБ вариабелен по длине и структуре у разных орга-

низмов (Horikoshi et al.,1990). Считается, что он обеспечивает видоспецифичность 

взаимодействия ТСБ. 

 

Рисунок 4. Кристаллическая структура комплекса TСБ человека с ТАТА-

элементом (Nikolov et al., 1996). 
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При изучении взаимодействия ТСБ с ТАТА-боксами промоторов показано, что 

специфическому связыванию ТСБ с ТАТА-боксом предшествует неспецифическое 

взаимодействие и скольжение ТСБ вдоль ДНК (Hahn et al., 1989) до встречи с ТА-

ТА-боксом. Затем ТСБ узнает ТАТА-бокс, и в результате интеркаляции фенилала-

ниновых остатков в малую бороздку ДНК по 5’- и 3’-концам ТАТА-бокса, взаимо-

действия остатков лизина и аргинина с фосфатными группами ДНК (Starr et 

al.,1991; Mondal et al., 2014), В-спираль частично разрушается и изгибается, фор-

мируются сиквенс-специфические водородные связи между белком и ТАТА- бок-

сом, стабилизирующие комплекс ТСБ/ТАТА (Powell et al., 2002; Kim et al., 2005). 

Анализ кристаллов ТСБ/ТАТА и биохимические исследования показали, что 

деформация ДНК ТАТА-бокса, индуцируемая ТСБ, не зависит строго от последо-

вательности ДНК (Patikoglou et al., 1999). В ряде работ (Davis et al., 1999; Hieb et al., 

2007) показано, что в комплексах с консенсусным ТАТА-боксом AdMLP ДНК 

сильно изогнута и анизотропически подвижна в направлении, противоположном 

изгибу, индуцируемому ТСБ, а ДНК мутантного ТАТА-бокса менее изогнута и по-

движна. Исследования позволили (Mondal et al., 2015) предположить, что ДНК 

ТАТА-бокса регулярно колеблется между несколькими альтернативными структу-

рами, одна из которых более других подходит для связывания ТСБ. Она и исполь-

зуется белком и «подгоняется» далее для образования комплекса ТСБ/ТАТА. 

Ввиду важности взаимодействия ТСБ-ТАТА разные авторы изучали влияние 

разных физиологических условий на процесс комплексообразования. При изучении 

использовали как полноразмерные белки, так и С-концевые домены TСБ эукариот 

(Delgadillo et al., 2009), изучали влияние на процесс связывания ТСБ/ТАТА других 
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базальных факторов транскрипции (IIB, IIA) (Gietl et al., 2014; Hieb et al., 2007), 

TAFs, входящих вместе с ТСБ в состав базального фактора транскрипции TFIID. 

Проверка влияния температуры, концентрации соли и рН на образование комплек-

сов ТСБ/ТАТА показала, что процесс связывания высоко адаптивен и различается 

у разных организмов (Gietl et al., 2014). 

Hoopes et al. (Hoopes et al., 1992) определили скорость реакции образования 

комплексов ТСБ S. сerevisiae с AdMLP и степень конформационного изменения 

ДНК ТАТА-бокса методом EMSA. Они показали, что ТСБ-ТАТА связывание про-

исходит в две стадии, с образованием двух типов интермедиатов, I1 и I2. Первый 

тип интермедиатов находится в равновесии со свободными ДНК и белком, и затем 

превращается в прочно связанный, регистрируемый электрофоретически, конеч-

ный комплекс I2. Авторы этой работы положили начало экспериментальному 

определению различных стадий взаимодействия ТСБ-ТАТА и условий, влияющих 

на скорость образования комплексов с разными промоторами.  

В работе (Hoopes et al.,1992) определили кажущиеся константы образования 

комплексов ТСБ/ТАТА AdMLP при 60 мМ и 80 мМ KCl, равные 3.4*10
5
 М

-1
s

-1
 и 

2.6*10
5
 М

-1
s

-1
, соответственно. Диссоциация комплексов происходит при 60 и 80 

мМ KCl со временем полураспада 100 и 65 мин, соответственно. Авторы работы 

(Hoopes et al.,1992) положили начало определению систематических характеристик 

взаимодействия ТСБ/ТАТА, экспериментальному определению различных стадий 

этого взаимодействия и условий, влияющих на скорость образования комплексов с 

разными промоторами. 

Строение транскрипционных комплексов известно, в основном, из биохимиче-

ских и кристаллографических исследований и рентгеноструктурного анализа. Бла-



 

34 

 

годаря этим исследованиям мы представляем структуру комплексов на атомном 

уровне, но в стационарном режиме. Использование FRET и кинетического метода 

остановленной струи позволило получить новую информацию о динамике ком-

плексов в процессе их образования и функционирования. При изучении связывания 

ТСБ/ТАТА с использованием метода остановленной струи с регистрацией FRET 

сигнала, многими авторами показано, что ТСБ эукариот быстро связывает и одно-

временно изгибает ДНК (Parkhurst et al., 1996; Masters et al., 2003; Whittington et 

al., 2008). Изучение кинетики взаимодействия ТСБ/ТАТА позволило обнаружить 

линейный трехстадийный путь взаимодействия и предположить существование 

двух промежуточных интермедиатов по пути к конечному комплексу (Parkhurst et 

al., 1999; Whittington et al., 2008; Delgadillo et al., 2009). 

Известно несколько моделей, описывающих механизм взаимодействия ТСБ 

человека с ТАТА-боксами. Используя видеомикроскопию Tolić-Nørrelykke et al. 

(Tolić-Nørrelykke et al., 2006) показали, что, по крайней мере, в одном интермедиате 

ДНК изогнута в меньшей степени, чем в конечном комплексе, за счет того, что 

только одна часть ТСБ интеркалирует в один конец ТАТА-бокса. Это позволило им 

предположить поэтапное изгибание ДНК в комплексах, которое другие авторы не 

подтвердили в используемых ими условиях. Parkhurst et al. (Parkhurst et al., 1996) 

еще при изучении взаимодействия ТСБ дрожжей S. сerevisiae с ТАТА-боксом 

AdMLP, а затем и ТСБ человека, показали, что в режиме реального времени связы-

вание происходит одновременно с изгибом ДНК, образуется два промежуточных 

комплекса с разными кинетическими характеристиками. Но степень изгиба ДНК в 

промежуточных и конечном комплексах одинакова (Parkhurst et al., 1999; Delgadillo 

et al., 2009; Whittington et al., 2008; Masters et al., 2003). 
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Авторы (Powell et al., 2002) тщательно исследовали термодинамику и кинетику 

взаимодействия ТСБ S. cerevisiae с ТАТА-боксами промоторов AdML и Е4 и пока-

зали, что термодинамически эти два промотора (ТАТААААAG и ТАТАТАТА, со-

ответственно) похоже реагируют с ТСБ с образованием двух интермедиатов по пу-

ти к финальному комплексу. Образование первого интермедиата (связывание ТСБ 

с ТАТА и изгибание) происходит для обеих последовательностей через преодоле-

ние большого энергетического барьера. Но образование второго интермедиата для 

AdMLP является экзотермическим процессом, а для Е4 – эндотермическим. Обра-

зование конечного комплекса для AdMLP является высоко эндотермическим про-

цессом, а при образовании комплекса с Е4 происходят незначительные эндотерми-

ческие изменения. Авторы также отметили разное мольное соотношение интерме-

диатов: для Е4 второго интермедиата образуется больше в 2.5 раза, чем первого, по 

сравнению с AdMLP. ТСБ узнает вариантную последовательность (TATAAACG) по 

3-ступенчатой модели с двумя разветвленными путями. Последовательность имеет 

драматическое отличие в изгибе спирали ДНК, коррелирующем с транскрипцион-

ной активностью. Эта геометрия комплекса в растворе высоко чувствительна к 

присутствию и концентрации осмолитов, в отличие от комплексов, несущих кон-

сенсусные последовательности ТАТА-боксов. 

Wittington et al. (Wittington et al., 2008) используя при изучении взаимодействия 

ТСБ человека с ТАТА-боксом AdMLP биофизический метод остановленной струи 

с регистрацией FRET сигнала и показали, что белок связывается с консенсусным 

промотором с высокой аффинностью с образованием трех видов комплексов. Од-

новременно со связыванием происходит сильное изгибание ДНК (до 97°). Структу-

ра и функционирование ТСБ/ТАТА комплекса сильно зависит от последовательно-
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сти ТАТА-бокса и от вида ТСБ, так как NH2 –концевые домены определяют видо-

специфические различия. 

Используя smFRET (одномолекулярный) (Blair et al., 2012) показали, что свя-

зывание и изгибание ДНК в комплексе происходит одновременно и частично изо-

гнутые интермедиаты отсутствуют. С консенсусным ТАТА-боксом образуется два 

типа интермедиатов с ДНК, изогнутой в одинаковой степени, но их образование и 

диссоциация происходят с разными скоростями. Кинетические данные авторы ап-

проксимировали следующими моделями: 

 

ТСБ + ДНК → ТСБ-ДНКb (1) → ТСБ-ДНКb (2) (прямая) 

ТСБ + ДНК ТСБ-ДНКb (2) (разветвленная) 

ТСБ-ДНКb (1) 

 

ТСБ-ДНКb (1) – этот интермедиат диссоциирует быстрее в 7 раз, чем движется 

ко второму состоянию, его можно не зарегистрировать. 

Из экспериментов следует, что молекула ДНК должна подвергаться множе-

ственным относительно быстрым переходам “изгиб – исходное состояние”, с оста-

новкой в изогнутом состоянии менее 1 с. Авторы не исключают возможности су-

ществования других очень быстрых стадий (менее 30 мс), которые они не реги-

стрируют в используемой системе. Структурные основания для двух кинетических 

популяций комплексов могут заключаться, например, в связывании ТСБ с ТАТА-

боксами в двух противоположных ориентациях. 

Другая группа авторов (Hieb et al, 2014) использовала полноразмерный реком-

бинантный ТСБ человека и с помощью FRET и конфокальной микроскопии пока-
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зала, что ТСБ в режиме реального времени связывает короткие последовательности 

ТАТА-бокса с высокой специфичностью, одновременно изгибая ДНК. В равнове-

сии находится два типа комплексов при длине ТАТА-бокса 14 пн – несвязанные и 

связанные с полностью изогнутой ДНК. Но добавление фланкирующих ТАТА-бокс 

последовательностей увеличивает гетерогенность комплексов – наблюдается не-

специфическое кооперативное связывание с множественными участками ДНК, ко-

торые конкурируют с ТАТА-боксами. Single molecule FRET эксперименты показа-

ли, что взаимодействие может происходить прямым и разветвленным путем, с об-

разованием низкоспецифичных комплексов, которые затем позиционируются в ки-

нетически стабильные (Hieb et al, 2014). 

Итак, структурно-функциональные исследования комплексов свидетельствуют 

о том, что нельзя делать обобщения о строении, кинетике и термодинамике ком-

плексов ТАТА-боксов с ТСБ различных видов, усеченным (С-концевой домен) и 

полноразмерным белком, комплексами в растворе и в кристаллах, с консенсусными 

и в разной степени ТАТА-подобными последовательностями, находящимися в раз-

ном контексте. До сих пор не исследовалось изменение конформационных свойств 

ДНК, вызываемых SNPs в регуляторных областях, в частности, ТАТА-боксах кон-

кретных генов человека.  

 

1.5. Однонуклеотидные полиморфизмы ТАТА-боксов и их ассоциа-

ция с наследственными заболеваниями человека 

Однонуклеотидные полиморфизмы, SNPs, представляют собой наиболее рас-

пространенный тип вариабельности генома человека. SNPs  регуляторных районов 
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генов и, в частности, кор-промоторов [-70; -20], включающих ТАТА-боксы, могут 

определять различную чувствительность каждого человека к бактериальной и ви-

русной инфекциям и лекарственным препаратам, которые используются для их ле-

чения. Регуляторные SNPs связаны с риском развития широко распространенных 

полигенных (комплексных) заболеваний человека, таких как артрит, гипертония, 

сердечно-сосудистые заболевания, рак, болезнь Альцгеймера и другие (Baicy et al., 

2007; Beeri et al., 2005; Bruehl et al., 2009; Booth et al., 2015). 

Изучение регуляторных SNPs (rSNP) дает уникальную информацию не только 

об устройстве регуляторных районов генов и функциональной значимости отдель-

ных регуляторных элементов. В последнее десятилетие показана роль rSNP в эво-

люционных процессах, в развитии различных патологических состояний путем из-

менения уровня экспрессии кандидатных генов (Yokoyama et al., 2016). 

На сегодняшний день в БД NCBI dbSNP (Sherry et al., 2001) зарегистрировано 

свыше 10 млн SNPs большая часть которых пока считается нейтральными функци-

онально, другая же часть SNPs имеет и биологическое и/или медицинское значение 

(Teufel et al., 2006), и находится как в кодирующей, так и в регуляторной части ге-

на. Работ по изучению полиморфизмов в кодирующих областях генов значительно 

больше, чем работ посвященных изучению полиморфизмов в регуляторной обла-

сти гена. Методы изучения SNPs в обеих частях генов основываются на анализе 

изменения паттерна и/или уровня транскрипции гена, либо через изменение струк-

туры и свойств кодируемого белка (Simoni et al., 2002). Для здоровья человека бы-

вают одинаково значимы как полиморфизмы в кодирующей области гена, так и 

SNP’s, находящиеся в регуляторной области гена. Например, некоторые SNPs в ко-

дирующей части генов метаболизма и репарации ДНК могут влиять на индивиду-
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альную восприимчивость к онкологическим заболеваниям и терапевтическому ле-

чению (Bartsch et al., 2007), такие изменения приводят к изменению кодона и соот-

ветственно замене одной аминокислоты на другую. К таким SNPs в кодирующей 

области гена также относятся замены в гене LIMD1 человека, которые ассоцииру-

ются с раком молочной железы и легких (Huggins et al., 2007), в гене аполипопро-

теина Е – это связано с хроническими неинфекционными заболеваниями человека 

и предрасположенностью к ряду сердечно-сосудистых и нейродегенеративных за-

болеваний (Hubácek et al., 2003), в гене интерлейкина -1β SNP ассоциируется с ра-

ком поджелудочной железы и плохим прогнозом для пациентов (Barber et al., 2000) 

и др. К полиморфизмам, находящимся не в кодирующей части, можно отнести 

SNPs интронов. Так в интроне 6 гена триптофаноксигеназы две мононуклеотидные 

замены ассоциированы с психическими нарушениями у человека (предрасполо-

женность к алкоголизму и наркомании, синдром гиперактивности у детей, синдром 

Туретта,) (Comings et al., 1996). В гене IL-1Ra (ген рецептора антагониста интерле-

кина 1) SNP интрона 2 ассоциируется с одной из разновидностей рака желудка 

(Machado et al., 2001), SNP в AU-богатой области гена глюкокортикоидного рецеп-

тора β – с ревматоидным артритом (Derijk et al., 2001) и др. Такие SNP’s вносят 

свой вклад в фенотипическую изменчивость человека и увеличивают количество 

заболеваний. 

В работе (Савинкова и др., 2009) рассмотрено около 40 полиморфизмов ТАТА-

элементов промоторов, которые ассоциированы с тем или иным заболеванием у 

человека и подтверждены молекулярно-биологически и клинически. Некоторые 

SNP’s снижают транскрипционную активность промоторов, что ведет к повыше-

нию риска возникновения: стенокардии (Gordon et al., 1989; Rubin et al., 1991), рака 
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полости рта в 8-10 раз у курильщиков (Zheng et al., 2001), нейродегенеративных за-

болеваний (Niemann et al., 2007) и др. Другие же полиморфизмы увеличивают 

транскрипционную активность промоторов, что также приводит к повышенной 

чувствительности к стенокардии и легочным заболеваниям, гипертонии (Burgner et 

al., 2003), а также ассоциируется с различными патологиями в развитии мелких со-

судов головного мозга (Zhao et al., 1999) и др. Интересно, что при возникновении 

de novo канонического ТАТА-бокса могут появится такие болезни как Коппок-

подобная катаракта (Brakenhoff et al., 1994) или рак эндометрия (Liu et al., 2001). 

Кроме того, известны случаи превращения ТАТА-бокса в другой сайт. Например, 

при наличии SNP -33Т>C ТАТА-бокс превращается в сайт связывания эритроидно-

го фактора транскрипции GATA-1 (Tournamille et al., 1995) и репрессирует ген 

DARC у большинства коренных жителей Западной Африки, что повышает их 

устойчивость к малярии. В другом случае SNPs -26G>C и -20Т>A разрушают ТА-

ТА-бокс, превращая его в сайт связывания ядерного фактора гепатоцитов HNF-4 

(Reijnen et al., 1992). В норме фактор HNF-4 контролирует экспрессию гена факто-

ра свертывания крови IX, полиморфизм же приводит к гемофилии-В Лейдена. 

Влияние SNP’s в ТАТА-боксах на фенотипические признаки 

Стремительно возрастающий в последние годы интерес к выявлению и иссле-

дованию SNPs в различных генах вызван тем, что они часто оказываются связан-

ными с разнообразными фенотипическими проявлениями, включающими предрас-

положенность ко многим заболеваниям.  На сегодняшний день активно разрабаты-

ваются подходы по созданию прогнозных моделей, которые можно использовать 

как для выявления лиц с высоким риском к бессимптомным болезням, так и для 
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дополнительной диагностики и принятия решений, для экспериментального моде-

лирования (Lee et al., 2016). 

Создаются и уже разработаны прогнозные модели, учитывающие, например, 

как физиологические показатели людей, их историю развития, так и наличие в их 

маркерных  генах SNP’s (Guo et al., 2015). 

Ранее была показана клинически и молекулярно-биологически связь между 

SNP и ассоциированным с ним заболеванием.  В нашем секторе был проведен ряд 

работ, показывающих, что SNP ТАТА-бокса влияет на взаимодействие ТСБ с ТА-

ТА-боксом (Драчкова и др., 2011; Драчкова и др., 2010). В нашем секторе экспери-

ментально было показано снижение сродства ТСБ к ОДН, несущим полиморфиз-

мы, ассоциированные с аутоиммунными, сердечно-сосудистыими заболеваниями, 

амиотрофическим латеральным склерозом, неврологическими расстройствами де-

генеративного характера, повышенной чувствительностью к бактериальным ин-

фекциям и др., которые были подтверждены молекулярно-биологически и клини-

чески. Во всех рассматриваемых случаях нами было показано снижение сродства 

ТСБ к ТАТА-содержащим олигонуклеотидам, что согласуется с эксперименталь-

ными данными других авторов о снижении мРНК и белка in vivo у обследованных 

пациентов (Таблица 1). 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

 

 

 

 



 

42 

 

Таблица 1. Корреляция сродства ТСБ к олигонуклеотидам, соответствующим 

ТАТА-боксам промоторов генов человека, несущим SNPs, ассоциированные с 

наследственными патологиями (Драчкова и др., 2011), с количеством продукта ге-

на. 

Литературные данные         Экспериментальные данные 

Ген, SNP Содержание фермента Последовательность 

олигонуклеотида (5’–3’ нити) 

Кd, nM 

 

MBL Норма catctatttcTATATAgcctgcaccc 28±13 

-35T>C  

(Boldt et al, 

2006) 

Cнижено содержание  

фермента в сыворотке 

крови 

catctatttcTACATAgcctgcaccc 160±64 

CYP2A6 Норма tttcaggcagTATAAAggcaaaccac 17±4 

-48T>G . 

(Pitarque et al, 

2001) 

Снижено содержание 

фермента и синтез РНК in 

vitro на 50% 

tttcaggcagTAGAAAggcaaaccac 84±22 

SOD1 Норма aggtctggccTATAAAgtagtcgcgg 40±8 

-27A>G  

(Niemann et al, 

2007) 

Снижено содержание 

фермента  ~ на 40% 

 in vivo 

aggtctggccTGTAAAgtagtcgcgg 170±30 

TPI Норма cgcggcgctcTATATAAgtgggcagt 7±1 

-24T>G  

(Watanabe et 

al, 1996) 

Снижение содержания 

мРНК  до 50% in vivo 

cgcggcgctcTATAGAAgtgggcagt 290±80 

 

В Табл.1 приведены значения равновесных КD комплексов ТСБ с ТАТА- бок-

сами ряда промоторов генов человека, содержащих SNPs, ассоциированные с 
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предрасположенностью к наследственным заболеваниям, полученные в ходе экс-

периментов.  

Один из рассматриваемых генов - манноза-связывающий лектин (MBL). MBL - 

белок сыворотки крови, cинтезируется в печени и, вместе с другими белками (бел-

ки комплемента, сурфактанта легких, фиколина), играет центральную роль во 

врожденном иммунном ответе (Garred et al., 2006). Ген этого белка расположен на 

10 хромосоме (4 экзона и 3 интрона в составе) и представляет собой молекулу бу-

кето – подобной структуры - три идентичных полипептидных цепи по 32 кДа, со-

держащие цистеин-богатые и коллагеновые области, и углевод-связывающие до-

мены, объеденены в одну субъеденицу. Шесть таких субъединиц образуют MBL 

(Jack et al., 2001). Для рабочего состояния MBL сегменты по 6 субъединиц объеди-

няются в структуры более высокого порядка – тетрамеры (Jack et al., 2001; Madsen 

et al., 1998). Функциональная активность белка состоит в том, что MBL является 

рецептором маннозы и N-ацетилглюкозаминов клеточной поверхности микробов 

(Торшин и др., 2003). При связывании с маннозой и углеводными остатками, вхо-

дящими в состав клеточной стенки патогенов, MBL может либо прямо опсонизи-

ровать патогены, связываясь с их клеточной стенкой и инициируя освобождение 

провоспалительных цитокинов (Boldt et al., 2006), либо через систему лектинового 

комплемента способствовать удалению патогенов с помощью комплемент-

опосредованного фагоцитоза.  

  В приведенных исследованиях было показано, что генетически детерминиро-

ванная вариабельность концентраций MBL в сыворотке крови человека влияет на 

чувствительность к различным инфекциям, а также на предрасположенность к 

аутоиммунным, метаболическим и сердечно-сосудистым заболеваниям (Sisen, 
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Minchinton, 2003). Низкие концентрации MBL предрасполагают к повторяющимся 

инфекциям, при этом варианты гена, кодирующие низкие концентрации сыворо-

точного MBL, довольно широко распространены во всех этнических группах. По-

этому можно предположить, что так как носители таких аллелей есть, то низкие 

концентрации MBL обеспечивают преимущество хозяину по аналогии с классиче-

ским примером серповидно-клеточной анемии (Garred et al., 2006).  

При исследовании вариабельности гена MBL в бразильских популяциях, было 

обнаружено 8 общих гаплотипов (включающих полиморфизм в промоторной обла-

сти и в первом экзоне), которые ассоциируются с прогрессивным снижением кон-

центрации сывороточного MBL: MBL*HYPA > LYQA > LYPA > LXPA >>HYPD = 

LYPB = LYQC (Boldt et al., 2006). Интересно, что распространены, как и полностью 

функциональные гаплотипы, так и с полиморфизмами - гаплотип LYPB, включаю-

щий полиморфизм в TATA-боксе (-788 Т> С) и в первом экзоне (1052 G> A), и гап-

лотип LYQC, вызывающий дефицит MBL в гомозиготном состоянии. Также было 

показано, что полиморфизм в ТАТА-боксе (-788 Т> С) снижает концентрацию 

MBL в сыворотке крови, что приводит к снижению эффективности иммунной за-

щиты и повышает чувствительность к различным инфекциям, а также к метаболи-

ческим и сердечно-сосудистым заболеваниям. Литературных данных о взаимодей-

ствии ТСБ с SNP-содержащим ТАТА-боксом гена MBL или о влиянии SNP на 

транскрипцию, нет. Полученные в нашем секторе экспериментальные результаты 

(Драчкова и др., 2011) свидетельствуют о том, что SNP -35Т>С в ТАТА-боксе этого 

гена снижает аффинность ТСБ к нему в 5,7 раза. Это вполне согласуется с эффек-

том снижения количества фермента в сыворотке крови, что может привести к серь-

езным нарушениям в организме человека, таким как аутоимунные и сосудистые 
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заболевния, повышенная чувствительность к инфекциям и другое (Sisen, 

Minchinton, 2003). 

Суперсемейство генов цитохрома Р450 человека (CYP 450) - состоит из 57 

функциональных генов и 58 псевдогенов (Zukunft et al., 2005). Элементы семейства 

находятся в эндоплазматическом ретикулюме печени и внепеченочных тканей и 

кодируют ферменты, относящиеся к классу монооксигеназ. Цитохромы Р450 отве-

чают за детоксикацию и удаление из организма ксенобиотиков (включая многие 

лекарственные препараты), опосредуют окислительный метаболизм огромного ко-

личества структурно разнообразных экзо- и эндогенных веществ. С помощью изо-

форм цитохрома Р450 осуществляется биосинтез и катаболизм холестерина, стеро-

идных гормонов, так называемых «цитохромных» метаболитов и арахидоновой 

кислоты, обладающих вазотропным действием. Кластер семейства генов CYP2 че-

ловека расположен на 19 хромосоме и содержит подсемейства CYP2А, CYP2B, 

CYP2F CYP2G CYP2S и CYP2T. Ген CYP2А6 относится к подсемейству CYP2А. 

CYP2А6 играет главную роль в метаболизме никотина и кумарина, участвует в де-

токсикации некоторых лекарств и нитрозаминов, содержащихся в табаке (Pitarque 

et al., 2005). Кроме печени, СYP2A6 экспрессируется в стероидо-зависимых тканях, 

таких как молочные железы, яичники, матка и надпочечники (Higashi et al., 2007). 

Цитохром Р4502А6 (CYP2A6) человека играет важную роль в активации неко-

торых проканцерогенов и детоксикации многих лекарств, и является главной нико-

тиноксидазой (Pelkonen et al., 2000). Изобилие полиморфных вариантов гена фер-

мента приводит к большим индивидуальным различиям в активности. В некоторых 

географических местах популяционные частоты дефектного ТАТА-бокса с мутаци-

ей -48Т>G оказались очень высокими: в отдельных популяциях Швеции – 5,2%, 



 

46 

 

Турции – 7,2%, Китая – 15,7% (Pitarque et al., 2001), Японии – 21,3% и Кореи – 

22,3% (Yoshida et al., 2003). Такое распределение свидетельствует о больших меж-

этнических различиях в распространении аллеля. В работе (Pitarque et al., 2001) по-

казано, что экспрессия плазмидных конструкций, содержащих SNP -48Т>G в ТА-

ТА-боксе промотора гена CYP2A6, в клетках В16А2 гепатомы человека составляет 

50% от дикого типа и на 50% снижена активность фермента in vitro. SNP -48Т>G 

может увеличивать риск возникновения рака легких у курильщиков, потому что 

снижение активности фермента приводит к снижению скорости метаболизма и вы-

ведению из организма потенциальных проканцерогенов табака, (Pitarque et al., 

2005). В Табл. 1 видно, что рассматриваемый SNP гена CYP2A6 приводит к сниже-

нию аффинности ТСБ к ТАТА-боксу в 4,9 раза. 

Продукт гена SOD1 (SOD1 - Cu/Zn) - супероксид дисмутаза кодирует металло-

фермент, который нейтрализует в клетке свободные радикалы, неконтролируемые 

концентрации которых могут ее повредить. Для функционирования ферменту 

необходимы медь и цинк. Хотя продукт гена SOD1 экспрессируется практически 

во всех типах клеток организма и относится некоторыми авторами к генам домаш-

него хозяйства (Skvortsova et al., 2001), наиболее он активен в печени, почках, 

надпочечниках и селезенке (Kuźma-Kozakiewicz, Kwiecinski, 2009). Ген SOD1 чело-

века расположен в 21 хромосоме и примерно 10% мутаций в гене ассоциируются с 

семейным амиотрофическим латеральным склерозом (ALS), поражающим двига-

тельные нейроны человека (Rosen et al., 1993), а 90% мутаций ассоциируются со 

спорадическим амиотрофическим латеральным склерозом (Kuźma-Kozakiewicz, 

Kwiecinski, 2009), основная разница между которыми заключается в продолжи-

тельности жизни пациентов (46 и 56 лет, соответственно). 
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Амиотрофический латеральный склероз (ALS) – тяжелое заболевание пока не-

известной полностью этиологии и патогенеза. Пока выявлено 117 различных мута-

ций гена SOD1 у больных ALS (Kabashi et al., 2007), что обусловливает большую 

сложность при выявлении причин, вызывающих повреждение и гибель моторных 

нейронов, приводящих к тяжелым нейродегенеративным заболеваниям человека. 

Считается (Kuźma-Kozakiewicz et al., 2009), что аминокислотные замены увеличи-

вают появление популяции молекул белка с частичным фолдингом, что является 

причиной их агрегации и токсичности. В некоторых работах (Kayatekin et al., 2008; 

Vonk, Klomp, 2008) была исследована роль баланса Zn и Cu в регуляции стабиль-

ности и активности SOD1, авторы пришли к заключению, что в патогенез ALS во-

влекается дисбаланс металлов. Другие исследователи склонны считать, что на тя-

жесть заболевания ALS не влияет уменьшение количества белка SOD1 или присут-

ствие агрегированных и незрелых (не прошедших фолдинг) форм его, а скорее вли-

яет совокупность биофизических и биологических факторов, воздействующих на 

SOD1, что и делает его токсичным для двигательных нейронов (Vassall et al., 2011). 

Существует много работ и гипотез, пытающихся пролить свет на причину токсиче-

ского воздействия SOD1 на двигательные нейроны, но вопрос до сих пор остается 

открытым. В работе (Niemann et al., 2007) было показано, на примере двух больных 

семейным амиотрофическим латеральным склерозом, умеренное снижение экс-

прессии SOD 1 в результате SNP -27А>G в ТАТА-боксе промотора этого гена, не 

ассоциированное с какими-либо аминокислотными заменами в молекуле белка. 

Авторами Драчкова и др. (Драчкова и др., 2011) в Таблице 1 было показано сниже-

ние аффинности взаимодействия ТСБ с SNP-содержащим ТАТА-боксом в 4,3 раза.  
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Ген TPI (TPI - триозофосфатизомераза) расположен на 12 хромосоме (состоит 

из 7 экзонов и 6 интронов Valentin et al., 2000) и кодирует фермент, катализирую-

щий взаимопревращение диоксиацетонфосфата и D-глицеральдегид-3-фосфата, ко-

торое абсолютно необходимо для гликолитического цикла. TPI экспрессируется во 

всех типах тканей и клеток и относится к генам «домашнего хозяйства». (Brown et 

al., 1985; Watanabe et al., 1996; Manco et al., 2009). Функциональная каталитически 

активность TPI происходит при формировании его из двух субъединиц с молеку-

лярной массой 27 кДа в гомодимер (Orosz et al., 2006). Промотор гена TPI обога-

щен GC-динуклеотидами и содержит ТАТА-  и СААТ-боксы, как большинство ге-

нов домашнего хозяйства. В геноме человека есть еще три псевдогена TPI, которые 

потеряли интроны в процессе эволюции и развивались независимо. Различные 

формы TPI - электрофоретические и хроматографические, были обнаружены во 

всех тканях человека. Они кодируются одним геном и являются результатом пост-

трансляционных модификаций белка (Brown et al., 1985). В работах ранее было по-

казано, что мутации, вызывающие дефицит TPI, приводят к снижению активности 

фермента в эритроцитах до 2-10% от нормы, что в свою очередь приводит к хрони-

ческой гемолитической анемии, неврологическим расстройствам дегенеративного 

характера, задержке роста и отставании в развитии, повышенной чувствительности 

к бактериальным инфекциям, кардиомиопатии, детской смертности и др. (Watanabe 

et al., 1996; McMullin, 1999). Позже in vivo было показано, что снижение активно-

сти TPI компенсируется повышением активности других ферментов гликолиза 

(Orosz et al., 2006). Интересным является вывод, представленный в заключительной 

работе (Orosz et al., 2010) - неизлечимые последствия дефицита TPI являются про-
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явлением скорее конформационных изменений фермента (нарушение белок-

белковых взаимодействий), чем каталитической активности.   

В качестве примера хочется привести мутацию в ТАТА-боксе -24Т>G, которая 

была обнаружена у трех из десяти обследованных человек, и та же самая мутация 

находится в составе гаплотипа 5G-8А -24G. По данным исследователей такая мута-

ция у гетерозигот ассоциируется с умеренным снижением активности TPI in vivo 

(26 -50%)  (Humphries et al., 1999; Watanabe et al., 1996). В работе (Драчкова и др., 

2011) для замены в ТАТА-боксе -24Т>G было получено значительное снижение 

аффинности ТСБ к ТАТА-боксу - в 41 раз. 

В работе (Драчкова и др., 2010) подробно был изучен вопрос о наследствен-

ных нарушениях синтеза гемоглобина, вызываемых SNPs в ТАТА-боксе промотора 

гена β-глобина человека, которые ассоциируются с β-талассемией различной тяже-

сти (Табл. 2). Экспериментально были получены количественные характеристики 

(КD) взаимодействия ТСБ человека с ТАТА-боксами промотора гена β-глобина, не-

сущими SNPs, которые согласуются c литературными данными о снижении синтеза 

РНК нормального β-глобина у больных β-талассемией. 
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Таблица 2. Влияние SNPs на сродство ТСБ к ТАТА-боксам промоторов гена β-

глобина человека, и уровень  мРНК β-глобина (Драчкова и др., 2010). 

Влияние SNPs  на уровень мРНК 

β-глобина 

(литературные  данные) 

Последовательности oлигонук-

леотидов 

(5’-3’нити) 

KD 

“ТСБ-

ODN” 

nM 

 

ODN 

N 

SNP Уровень мРНК 

β-глобина 

1 β-глобин 

(норма) 

(Fei et al., 

1988) 

 

Норма 

cagggctgggCATAAAAgtcagggca 

 

21±3 

2 -31A > G 

(Takihara et 

al., 1986) 

В cos-клетках 

– в 2 раза 

меньше мРНК 

cagggctgggCGTAAAAgtcagggca 120±20 

3 -30T > A  

(Fei et al., 

1988) 

In vivo - 8 – 

13% мРНК 

cagggctgggCAAAAAAgtcagggca 92±17 

4 -30T>C 

(Cai et al., 

1989) 

Нет данных cagggctgggCACAAAAgtcagggca 113±17 

5 -29A > G  

(Antonarakis 

et al., 1984) 

HeLa и in vivo 

– 25% мРНК 

cagggctgggCATGAAAgtcagggca 

 

530±40 
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6 -28A > C  

(Poncz et al., 

1982) 

In vivo – ча-

стичное или 

полное отсут-

ствие мРНК 

cagggctgggCATACAAgtcagggca 330±50 

7 -28A > G  

(Orkin et al., 

1983) 

In vivo – в 10 

раз, в HeLa – в 

3-5 раз меньше 

мРНК 

cagggctgggCATAGAAgtcagggca 

 

60±14 

8 -27A > T  

(Badens et 

al., 1999) 

HeLa - ~ в 5 

раз меньше 

мРНК 

cagggctgggCATAATAgtcagggca 

 

63±15 

 

Наиболее распространенным классом моногенных заболеваний в мире являют-

ся талассемии α-, β- и δ- различной тяжести, вызванные наследственными наруше-

ниями синтеза гемоглобина (Traeger-Synodinos et al., 2008). Талассемии происходят 

из-за повреждениий (однонуклеотидные замены, вставки, делеции) в cтруктурной 

части и в регуляторных районах α-, β- и δ- глобиновых генов. В среднем симптомы 

β-талассемии встречаются у 1 человека на 100000, и гораздо чаще, у 5 - 30% попу-

ляций отдельных этнических групп в  Средиземноморье, Африке и Южной Азии 

(Muncie et al., 2009; Galanello et al., 2010). Наследственные изменения SNPs в ТА-

ТА-боксах – это нарушения, приводящие к синтезу недостаточного количества це-

пей нормального β-глобина или полному его отсутствию, в результате чего возни-

кает избыток свободных цепей α-глобина (α2β2 – основная структурная единица ге-

моглобина взрослого человека, Hb A), нарушение эритропоэза и низкий выход (или 



 

52 

 

полное его отсутствие) гемоглобина взрослого человека (Schechter, 2008). β-

талассемии, вызываемые  SNPs в ТАТА-боксе промотора гена β-глобина, очень 

редки. 

     В литературе описано три основных формы β-талассемии (Muncie et al., 

2009; Galanello, Origa, 2010). Тяжелые заболевания, такие как гемолитическая ане-

мия, нарушения в развитии скелета, задержка  роста, поражение внутренних орга-

нов, желтуха и трансфузионная зависимость (необходимость переливания эритро-

цитарной  массы) c 6-месячного возраста вызывает большая (major) β
0
-талассемия 

(или анемия Кули), вызванная наличием двух дефектных копий генов, унаследо-

ванных от обоих родителей (гомозигота
 
по

 
дефектному гену β-глобина), выражен-

ная в сильном понижении  или полным отсутствием синтеза нормального β-

глобина (Muncie et al., 2009). Такие больные обычно умирают без лечения - в пер-

вые 2 года жизни, при лечении доживают до возраста 20 - 30 лет. Гетерозиготы же, 

носители одного мутантного аллеля, а другого - нормального β-глобина со средним 

и выше среднего уровнем синтеза цепей нормального β-глобина, имеют умеренно 

выраженную анемию или бессимптомную анемию с нормальным качеством жизни, 

и они составляют группу больных малой (minor или trait) β
+
-талассемией. Суще-

ствует также промежуточная форма (intermedia) β-талассемии, больные которой 

являются также гетерозиготами – β
+
-талассемия – но только с остаточным синте-

зом нормального β-глобина (~10% и выше). Для больных характерны умеренно 

выраженные симптомы заболевания, иногда с эпизодической трансфузионной за-

висимостью (Muncie et al., 2009). β-талассемию относят к заболеваниям аутосомно-

доминантного типа и при таком типе наследования действие мутантного гена про-

является в гетерозиготном состоянии (Thein, 2008).   
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      Семейство генов β-глобинов (семейство ε-, γ-, β- и δ-генов) человека имеет 

сходную организацию - 3 экзона и 2 интрона и располагается на 11-ой хромосоме 

(Schechter, 2008), занимая участок в 60-65 тысяч пар нуклеотидов. Последователь-

ность расположения генов совпадает с порядком их экспрессии в процессе онтоге-

неза: сначала транскрибируется расположенный в кластере β-глобинов ген эмбрио-

нальной ε-цепи, следующими за ним включаются два гена фетальных γ-цепей, и 

уже затем функционально активными становятся -  гены δ- и β-цепей взрослого ор-

ганизма (Schechter, 2008). Существующая программа регуляции транскрипции это-

го семейства генов осуществляется через проксимальные и дистальные регулятор-

ные элементы ДНК (Levings et al., 2002). Имеются данные о факторах транскрип-

ции, взаимодействующих с индивидуальными промоторами генов β-глобинового 

кластера на разных стадиях развития организма (Tallack et al., 2010).  

В работе (Драчкова и др., 2010) рассмотрены SNPs в ТАТА-боксах гена β-

глобина разных людей, являющиеся причиной различной тяжести заболевания 

крови β-талассемией. В зарубежных работах, наряду с выявлением мутантных ТА-

ТА-боксов промоторов генов больных β-талассемией, получены также относитель-

ные характеристики содержания РНК нормальных цепей β–глобинов.  

    Представленные результаты экспериментов в Таблице 2 по определению 

влияния SNPs ТАТА-боксов, идентичных ТАТА-боксам больных β-талассемией, на 

взаимодействие с TСБ (КD комплексов «hТСБ-ODN») показывают, что ТАТА-бокс 

гена β-глобина здорового человека весьма вариабелен: например, САТАААА вме-

сто канонического ТАТАААА, его иногда называют АТА-бокс, где АТА-бокс яв-

ляется характерной составляющей генов домашнего хозяйства с достаточно посто-

янным уровнем экспрессии (Fei et al., 1988).  В работе (Stewart et al., 2006) было 
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показано, что последовательности ТАТАААА и САТАААА почти не отличаются 

при связывании, и что ТАТА-бокс с последовательностью САТАААА более чем в 

40 раз менее эффективен в индуцированной транскрипции in vivo по сравнению с 

ТАТАААА (авторы использовали в экспериментах ТСБ дрожжей S. cerevisiae). Ав-

торы (Bjornsdottir et al., 2008) пошли дальше, они показали с использованием очи-

щенных из дрожжей базальных факторов транскрипции и матрицы с промотором 

CYC1, что замена ТАТАААА→САТАААА снижает транскрипцию до 40% от нор-

мы. Такую же замену (ТАТАААА→САТАААА) исследовали авторы (Wobbe, 

Strahl, 1990) и они показали, что транскрипция в HeLa  снижается в 3 раза  при за-

мене в ТАТА-боксе первого Т на С. Из этих примеров видно, что замена Т на С в 

первой позиции ТАТА-бокса оказывает разное влияние на транскрипцию, вероят-

но, в силу использования авторами разных экспериментальных условий. В работах 

(Faiger et al., 2006; Савинкова и др., 2007) рассматривается вклад в сродство ТСБ к 

олигонуклеотидам последовательностей фланков ТАТА-боксов, которые отлича-

ются по содержанию АТ-пар и количественно могут отличаться в 25–30 раз. В ра-

боте (Драчкова и др., 2010) авторы определили сродство ТСБ к ТАТА-боксу гена β-

глобина (ODN1) здорового человека - КD = 21 nM.  Там же был рассмотрен поли-

морфизм SNP -31 A>G (ODN N2, Табл. 2) у больной промежуточной β+-

талассемией японки, гетерозиготной по гену  β-глобина (Takihara et al., 1986). Та-

кая замена при экспрессии гена в клетках COS приводила к снижению содержания 

РНК нормального гемоглобина в 2 раза, а отношение β- и α-цепей равнялось 0.34 в 

эритроидных клетках пациентки (вместо 0.5), и при этом пациентка не зависела от 

переливания эритроцитарной массы. Авторы Драчкова и др. (Драчкова и др., 2010) 
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определили сродство ТСБ к такой ODN - КD = 120 nM – уменьшение КD почти в 6 

раз относительно нормы.    

 В Таблице 2 представлено сродство ТСБ к ODN с SNP -30Т>А (Fei et al., 

1988), которое снижалось более чем в 4 раза от нормы – КD = 92 nM (ODN N3). Та-

кая замена была встречена у югослава и турка с промежуточной формой β+-

талассемии, c уровнем синтеза РНК нормального β-глобина от 8 до 13%.  

Также представлено в Таблице 2 снижение сродства ТСБ до 113 nM – ODN N4 

при SNP -30 Т>С, обнаруженной у носителя промежуточной β+-талассемии (Cai et 

al., 1989).  В работе (Strahs et al., 2003) был приведен пример влияния замены Т на 

С в третьей позиции в промоторе AdML - (TATA→TACA) – при этом эффектив-

ность транскрипции снижалась до 20% от «дикого» типа, что согласуется с изме-

ренным экспериментально снижением сродства в ~5.3 раза. 

Для мутации -29 A>G (ODN  N 5) (Antonarakis et al., 1984) с фенотипом проме-

жуточной β
+
-талассемии, носители которого не зависели от переливания эритроци-

тарной массы, была получена КD = 530 nM (Таблица 2). Интересно, что в работе 

(Antonarakis et al., 1984) влияние аналогичной замены в β-глобиновом промоторе 

(САТА → CATG) приводило к снижению связывания ТСБ до 8 -13 % относительно 

нормы, а синтез РНК в клетках MEL достигал 38.5%.   

Замена в ТАТА-боксе ТАТАААА → ТАТGAAA приводила к снижению тран-

скрипции в HeLa  до нерегистрируемого уровня (Wobbe et al., 1990), а in vitro, c 

выделенными из дрожжей базальными факторами транскрипции  (Bjornsdottir et al., 

2008),  - до 8% и ниже, что согласуется с полученной характеристикой сродства 

ТСБ к такому ODN (Таблица 2). Сравнивая эти результаты и данные авторов, от-

крывших этот SNP (Antonarakis et al., 1984) и показавших, что с SNP-содержащего 
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ТАТА-бокса промотора в HeLa и in vivo транскрибировалось до 25% РНК β-

глобина, можно заключить, что они являются наглядным примером возможностей 

компенсаторной регуляции экспрессии генов в организме, а также результатом ис-

пользования разных экспериментальных систем и условий in vitro. 

У двух братьев 1,5 лет, курдских еврееев, больных большой (β
0
) талассемией  и 

зависящих от переливания эритроцитарной массы, была обнаружена SNP -28А>C, 

приводящая к частичному или полному отсутствию мРНК глобина. Авторы работы 

(Wobbe  et al., 1990) используя ODN с аналогичной мутацией ТАТАААА 

→ТАТАСAA показали на HeLa снижение транскрипции в 20 раз от нормального 

уровня, и это согласуется с полученными данными в Драчкова и др. (Драчкова и 

др., 2011), где характеристика взаимодействия ТСБ с таким ODN (N6) - КD = 330 

nM, а это снижение сродства в 16 раз по сравнению с нормой. 

У китайского малыша 14 месяцев, больного умеренно тяжелой формой боль-

шой β
0
-талассемии, был обнаружен SNP -28А>G (Orkin et al., 1983).  Больной ока-

зался гомозиготен по этому аллелю и вскоре возникла необходимость в перелива-

нии эритроцитарной массы из-за задержки роста и анемии.  Авторы (Orkin et al., 

1983) показали, что в HeLa синтез нормального β-глобина снижался в 3-5 раз и это 

совпадает с результатами, полученными  in vivo -  РНК нормального β-глобина бы-

ло в 10 раз меньше относительно нормы. У других исследователей (Wobbe et al., 

1990) транскрипция в HeLa при той же замене ТАТАААА   →ТАТАGAA снижа-

лась до 5% от нормы. В Таблице 2 представлена КD для такого SNP - КD = 60 nM, 

это снижение в 3 раза по сравнению с нормой.  

На острове Корсика у нескольких членов семьи с малой (β
+
) талассемией была 

обнаружена SNP -27А>Т  (ODN N8) (Badens et al., 1999). У авторов (Драчкова и 
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др., 2010) наличие такого SNP в ТАТА-боксах привело к уменьшению сродства 

«ТСБ/ODN» не более чем в 3 раза (КD = 63 nM), а у исследователей (Wobbe et al., 

1990) в HeLa такой SNP (ТАТАААА→ТАТААТAA) приводил к снижению тран-

скрипции примерно в 5 раз относительно нормы – результаты вполне сравнимые.  

Поэтому полученные равновесные константы диссоциации (КD) (Таблица 2) 

комплексов ТСБ с ТАТА-боксами при β–талассемии, свидетельствующие о сниже-

нии сродства ТСБ к SNP-содержащим ТАТА-боксам, которое, по литературным 

данным, согласуется с уменьшением синтеза РНК нормального β-глобина in vivo, в 

cos-клетках и HeLa.  

1.6. Формирование электронной библиотеки и компьютерный ана-

лиз неаннотированных однонуклеотидных полиморфизмов 

ТАТА-боксов промоторов генов липидного гомеостаза человека  

В настоящей работе для исследования была сформирована электронная биб-

лиотека из  388 неаннотированных SNPs в кор-промоторных районах 68 генов пи-

щевого поведения человека. В указанном районе для 62 генов с помощью Web   

сервиса SNP_TATA_Comparator было обнаружено 388 SNPs в районе их промото-

ров, для шести генов - GALR3, MBOAT4, NTSR2, OPRD1, PMCH, UCN - не было 

обнаружено SNPs. Для 296 из 388 SNPs in silico было оценено недостоверное изме-

нение сродства ТСБ к кор-промоторам генов пищевого поведения человека относи-

тельно референсного генома человека (hg19). Для каждого из остальных 91 SNPs 

прогнозировалось достоверное увеличение или уменьшение ТСБ/ДНК-сродства, 

которым в клетках человека соответствуют избытки или недостатки концентрации 

белковых продуктов этих генов, потенциально ассоциируемые с патологиями. 
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Наиболее сильное изменение сродства ТСБ/ТАТА прогнозировалось для генов 

NPB, PCSK1, UBL5, PDYN, GRP, GALR1, LEP, FTO, CRHR1, CHRL и INS. Ген GCG 

также относится к системе генов липидного обмена, и был нами отобран, основы-

ваясь на предыдущей аналогичной работе в нашей лаборатории. Гены ABCA9 и TPI 

не относятся непосредственно к генам липидной цепочки, но вносят свой опосре-

дованный вклад. Необходимость их присутствия была обусловлена также наличи-

ем примеров для сравнения. 

В последнее время высокопроизводительное секвенирование геномной ДНК, в 

том числе в ходе проекта «1000 геномов» (Colonna et al., 2014), развитие подхода 

GWAS (Genome-Wide Association Study) для локусов (Welter et al., 2014) и постро-

ение полногеномных карт для гаплотипов (International HapMap 3 Consortium et al., 

2010), ассоциированных с заболеваниями, открыли возможность учета геномов па-

циентов в медицинской практике, так называемой постгеномной предиктивно пре-

вентивной персонализированной медицине, PPPM (Mallal et al., 2002; Trovato, 

2014). Но десяткам миллионов неаннотированных SNPs соответствует гигантское 

число ложноположительных (ложноотрицательных) кандидатных SNP-маркеров, 

отбираемых компьютерными методами для очень дорогостоящих биомедицинских 

испытаний путем сравнения их частот на различных пациентах с нормой. Это спо-

собствует недооценке значимых для медицины SNPs, но имеющих статистически 

слабый сигнал (Liu, Xuan, 2015), например, из-за их крайне редкой встречаемости 

и/или их патогенной манифестации лишь в гаплотипах при некоторых сочетаниях с 

другими SNPs (Kaniwa et al., 2005)  и бесполезных затрат на испытания нейтраль-

ных «молчащих SNPs» (Yoo et al., 2015). Поэтому предшествующие медицинским 

испытаниям опыты по проверке отобранных in silico кандидатных SNP-маркеров 
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могли бы исключить из их числа по крайней мере нейтральные «молчащие» SNPs. 

Ранее на примерах более 70 известных SNP-маркеров заболеваний человека 

(Ponomarenko et al., 2009), селекционно-ценных признаков животных и растений 

(Suslov et al., 2010a), а также 146 SNPs единственного функционального TATA бок-

са в геноме ВИЧ-1 (Suslov et al., 2010b) был разработан компьютерный метод оцен-

ки достоверности аллельных различий экспрессии гена (Пономаренко и др., 2008), 

а также подтверждены эти прогнозы на оригинальных экспериментах с использо-

ванием гель-ретардации (Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA) при равновес-

ных (Savinkova et al., 2013) и неравновесных (Drachkova et al., 2014) условиях in 

vitro, а также in vitro в режиме «реального времени» с использованием (Драчкова и 

др., 2012) поверхностного плазмонного резонанса (Surface Plasmon Resonance, SPR) 

на биосенсоре ProteOn™ XPR36 (Bio-Rad Lab., Inc., США) и переноса флюорес-

центной резонансной энергии (Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET) (Ar-

kova et al., 2014) и метода остановленной струи (Stopped-flow) на спектрометре 

SX20 (Applied Photophysics, Великобритания). Дополнительно, были подтверждены 

прогнозы данного метода (Пономаренко и др., 2008) на данных независимых экс-

периментов на генах-паралогах семейства ARF (Auxin Response Factors) арабидоп-

сиса и риса (Mironova et al., 2010), транскриптома арабидопсиса через один час по-

сле обработки растения 1 мкM ауксином (Ponomarenko, Ponomarenko et al., 2015), 

транскриптома мозга человека (Ponomarenko et al., 2014), а также 68 других опытов 

разных авторов (Пономаренко и др., 2010). Наконец, в завершение исчерпывающих 

экспериментальных проверок метода (Пономаренко и др., 2008) был создан обще-

доступный Web-сервис SNP TATA Comparator (Рассказов и др., 2013) 
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(http://beehive.bionet. nsc.ru/cgi-bin/mgs/tatascan/start.pl) для самостоятельного при-

менения пользователями сети Интернет.  

Биоинформатическая цель настоящей работы заключалась в поиске, извлече-

нии и аннотации не исследованных однонуклеотидных полиморфизмов, располо-

женных в кор-промоторных районах (район от -20 до -70 нуклеотида от старта 

транскрипции) генов, участвующих в формировании пищевого поведения человека 

и липидного гомеостаза человека.  

Как известно, в результате появления новых технологий секвенирования и воз-

растающих объемов данных о последовательностях геномов человека, возникла за-

дача определения функционально значимых полиморфизмов и отделения их от 

нейтральных, особенно в регуляторных областях генов. Этой проблеме посвящено 

пока небольшое количество исследований и достигнуты определенные успехи 

(Zhao et al., 1999). Для решения этой проблемы в работе использовался разработан-

ный ранее биоинформатический инструмент Web-сервис SNP_TATA_Comparator 

(Рассказов и др., 2013), созданный на основании уравнения равновесного связыва-

ния ТСБ/ТАТА за три последовательных шага: скольжение вдоль ДНК в силу не-

специфического сродства ТСБ/ДНК ↔ опознавание ТАТА-бокса ↔ стабилизация 

комплекса ТСБ/ТАТА (Пономаренко и др., 2010), полученного на основании экс-

периментальных данных нашего сектора и литературных данных:  
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С помощью этого уравнения были проанализированы последовательности ТА-

ТА-боксов, содержащих SNPs, ассоциированные с повышенным риском возникно-

вения наследственных патологий (Ponomarenko et al., 2009) и сделаны количе-

ственные прогнозы изменения сродства ТСБ к таким SNP-содержащим ТАТА-

боксам. Проведенная затем в максимально стандартизированных условиях экспе-

риментальная верификация предсказаний сродства ТСБ/ТАТА и его изменения по-

казала, что экспериментальные данные с высокой достоверностью коррелируют с 

прогнозами: коэффициенты линейной корреляции, r = 0.822 для значений равно-

весных KD (-ln KD) и r = 0.785 для изменения равновесных KD (δ) при SNPs в ТА-

ТА-боксах (δ = -Ln [KD,ТАТА Mut] –(-Ln [KD,ТАТА]), при значимости α<10-7 и 

α<10-3 , соответственно (Savinkova et al., 2013). Это позволило нам применить раз-

работанный подход для характеристики неаннотированных полиморфизмов кор-

промоторных областей генов, ассоциированных с повышенным весом и ожирени-

ем, а также сцепленными с ними заболеваниями, и выявления среди них потенци-

ально функционально значимых: используя уравнения равновесного связывания 

получить in silico значения KD, характеризующие сродство ТСБ/ТАТА, и оценить 

изменение сродства в норме и при содержании SNP в районе ТАТА-бокса. В каче-

стве «дикого типа» использовались последовательности промоторов референсного 

генома человека hg19 (проект 1000 Genomes, dbSNP).  

 

Заключение по Обзору литературы  

Количество статей, посвященных изучению влияния полиморфизмов в целом и 

ТАТА-бокса в частности, на здоровье людей увеличивается с каждым годом. Воз-

можность найти SNP и понять механизм ее влияния по сути открывает дверь в ме-
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дицину будущего. Осознание потребности без возможности ее реализовать ведет к 

накоплению данных, их описанию и систематизации. Современные биоинформа-

тические технологии, как например мета-анализ GWAS, пока не подходят для вы-

явления низкочастотных аллелей рецессивных моделей из-за статистической сла-

бости сигнала. Дополнительный инструмент позволит и выявить и предсказать 

возможное фенотипическое проявление полиморфизма. В этом плане выявление 

единичных SNPs классическими методами не теряет своей актуальности.  

2. Материалы и методы 

2.1. Формирование библиотеки неаннотированных SNPs TATA-

боксов промоторов генов липидного метаболизма человека  

Формирование электронной библиотеки и компьютерный анализ неаннотиро-

ванных однонуклеотидных полиморфизмов ТАТА-боксов промоторов генов ли-

пидного гомеостаза человека для прогноза потенциально функционально значимых 

сделаны при участии Пономаренко М.П.  

Электронную библиотеку неаннотированных SNPs генов липидного гомеостаза 

человека составляли с использованием базы данных dbSNP NCBI (http://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/SNP/), которая содержит информацию обо всех известных на сего-

дняшний день полиморфизмах в геноме человека, а также реферирования ориги-

нальных статей, индексированных в базе данных PubMed NCPI, поскольку в нашей 

библиотеке есть SNPs, которые до сих пор еще не были внесены в dbSNP. Библио-

тека включала более 1200 SNPs, включая SNPs генов липидного гомеостаза чело-

века. С использованием Web-сервиса SNP_TATA_Comparator (Рассказов и др., 

2013), который анализирует независимо референсные и анцестральные (индивиду-
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альные) последовательности ТАТА-элементов, были проанализированы  все после-

довательности неаннотированных SNP-содержащих ТАТА-боксов и сделаны про-

гнозы значимого  (α<10
-7

) изменения сродства ТСБ в результате содержания SNPs. 

Координаты промоторов всех исследуемых генов в референсном геноме человека 

(hg19) были взяты из Eukaryotic Promoter Database (EPD) (Dreos et al., 2015) dbSNP, 

NCBI. Между позициями от –70 до  –20  относительно TSS этих промоторов рас-

положен район экспериментально доказанных сайтов ТСБ-связывания 

(Ponomarenko et al., 2013a, b).  Гены со значимым (по прогнозу) изменением срод-

ства были использованы для дальнейшего экспериментального анализа (LEP, 

ABCA9, GCG, CYP2A6, TPI), с незначимым – исключены.  

2.2. Наработка, выделение и очистка ТСБ 

Для данной работы использовался полноразмерный ген TСБ человека, полу-

ченный из клеток Е.coli BL21(DE3) pAR3038. Штамм Е.coli BL21(DE3) был любез-

но предоставлен д.б.н. Д.О. Жарковым. Плазмида AR3038 была любезно предо-

ставлена B.F. Pugh (США) и содержала полноразмерный ген ТСБ человека с на-

тивной аминокислотной последовательностью.   

Приготовление компетентных клеток проводили по следующей методике 

(Inoue et al., 1990). Со стока (-70
o
С) рассеивали бактерии штрихом на чашке с се-

лективной средой, выращивали при 37
o
С. Несколько колоний (10-12) диаметром 

~2-3 мм поместили в 40 мл SOB (Bactotryptone 20 г/л, Bacto Yest extr. 5,5 г/л, NaCl 2 

мМ, KCl 10 мМ, Mg
+2 

10 мМ) в колбу на 1.0 литр, колбу интенсивно встряхивали 

(300 r/pm) при 18
o
С до OD600= 0.6.  
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Далее на холоду 30 мл культуры инкубировали 15 минут при 0
o
C; центрифуги-

ровали при 3 kr/pm 4
o
C 10 минут, после того как слили супернатант еще раз цен-

трифугировали при 3 kr/pm 4
o
C 20 секунд. После удаления остатков жидкости оса-

док суспензировали в 10 мл TB (Hepes 10мМ, MnCl2 55 мМ, CaCl2 15 мМ, KCl 250 

мМ, pH = 6.7) буфере. Инкубировали 15 минут при 0
o
С. Затем опять центрифуги-

ровали при 3 kr/pm 4
o
C 10 минут, сливали супернатант и еще раз центрифугирова-

ли при 3 kr/pm 4
o
C 20 секунд. После удаления остатков жидкости осадок ресуспен-

зировали в 2 мл TB. Добавляли DMSO до 3.5% (70 мкл) и инкубировали 15 минут 

при 0
o
С. Еще раз добавляли 70 мкл DMSO и после инкубирования 15 минут при 

0
o
С клетки были разаликвочены по 100 мкл и заморожены в жидком азоте. 

При трансформации использовали стандартный протокол
o
C 60 минут, потом 

при температуре 42
o
C 30 секунд (все без встряхивания). Затем поставили в лед на 2 

минуты и добавили после этого 400 мкл SOC (Bactotryptone 20 г/л, Bacto Yest extr. 

5,5 г/л, NaCl 2 мМ, KCl 10 мМ, Mg
+2 

10 мМ, glucose 10 мМ). Плотно завинтили 

крышку, встряхнули горизонтально на бактериальном шейкере при температуре 

37
o
С 30 минут и высеяли 50 мкл на чашку с антибиотиком. 

Выделение ТАТА-связывающего белка человека 

Выращивание бактерий E.coli проводилось согласно стандартной методике по 

B.F. Pugh (Pugh, 1995) с некоторыми модификациями: 

1. Концентрация IPTG, используемого для индукции lac-оперона, была 

изменена с 0,1 мМ до 1 мМ.  

2. Время индукции составило 3 часа вместо 90 минут. 
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3. Заменено осаждение нуклеиновых кислот полиэтиленимином (PEI) на 

хроматографию на смоле DEAE-sephacel.  

4. Из растворов был убран детергент NP40, необходимый для подавления 

неспецифической агрегации белков.  

5. PEI был заменен на смолу DEAE-sephacel во избежание выпадения ТСБ 

в осадок вместе с НК на стадии осаждения PEI.  

6. Для выращивания бактерий использовались среды LB и 2YT.  

7. Для селективного отбора бактерий, содержащих целевую плазмиду, в 

питательные среды был добавлен антибиотик ампициллин. 

 

Для наработки ТСБ клетки Е.coli BL21(DE3), несущие рекомбинантную плаз-

миду, высевали с замороженного стока на чашку с LB-агаром, содержащим 200 

мкг/мл ампициллина, и выращивали при 37
0
С 12 часов. 200 колоний со свежей 

чашки переносили в колбу с 10 мл свежей LB-среды, содержащей 200 мкг/мл ам-

пициллина и 0,4 % глюкозу и инкубировали при 37
0
С (при перемешивании на ско-

рости 280 об/мин) до оптической плотности А600=0,5-0,8. После инкубации культу-

ру клеток переносили на среду YT в соотношении 1 мл на 70 мл среды, содержа-

щей 200 мкг/мл ампициллина и 0,4 % глюкозу. Культуру выращивали также при 

37
0
С при перемешивании на скорости 280 об/мин до оптической плотности 

А600=0,7-0,8. После этого температуру понижали до 30
0
С и индуцировали синтез 

рекомбинантного белка добавлением IPTG до концентрации 1 мМ, одновременно 

добавляя ампициллин до концентрации 200 мкг/мл. Экспрессию вели 3 часа при 

30
0
С при перемешивании на скорости 280 об/мин на качалке. Полученную культу-

ру клеток центрифугировали при 5000g в течение 10 минут при 2
0
С, супернатант 
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отбирали, а клеточный осадок ресуспендировали в 70 мл охлажденного буфера для 

лизиса, содержащего 25 мM Hepes-KOH (pH=7,6), 12,5 мM MgCl2, 0,2 мM KCl, 10 

% глицерин, 0,1 мM ЕДТА, 1 мM DTT и 1 мM PMSF. Полученную смесь центри-

фугировали в тех же условиях, супернатант отбирали, а полученный осадок ресус-

пендировали в 10 мл лизисного буфера. Выход клеток со 640 мл культуры составил 

около 4 грамм. Клетки замораживали и хранили в жидком азоте. 

Выделение ТСБ проводилось по 3-х шаговой методике B.F. Pugh. Первый шаг 

– удаление НК и ассоциированных с ними белков проводили на колонке со смолой 

DEAE- sephacel, где за основу был взят метод ионообменной хроматографии. На 

второй стадии проводилось связывание ТСБ с фосфоцеллюлозой и отмывка его 

высокосолевСБ буфером. На третьей стадии проводилось сульфатаммонийное 

осаждение ТСБ. 

Первая стадия: Для выделения белка в бактериальную суспензию добавляли 

лизоцим до концентрации 1,5 мг/мл, инкубировали 15 минут при 0
0
С и озвучивали 

ультразвуком 15 минут при 0
0 

С в режиме: 15 секунд - звук, 40 секунд – пауза. 

Озвучивание проводилось при 80 Вт мощности до потери вязкости (суммарное 

время озвучивания составило около 3 минут). Лизированные клетки центрифуги-

ровали 20 минут при 14000g при 4
0
C. Супернатант отбирали и разбавляли в 2 раза 

0,2 М лизисным буфером. Добавив по каплям при перемешивании 4М KCl и доведя 

концентрацию KCl до 0,3 М, супернатант наносили на колонку c 40 мл сорбента 

DEAE-sephacel. В этих условиях нуклеиновые кислоты и ассоциированные с ними 

белки связываются с DEAE, а ТСБ – нет.    

Вторая стадия: В проскок добавляли 4М KCl, увеличив концентрацию KCl до 

0,35 М, и наносили на колонку с фосфоцеллюлозой Р11. Объем колонки составил 
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26 мл. Промывка колонки осущевлялась 120 мл буфера H0.35, содержащим 20 мМ 

Hepes-KOH (pH=7,6), 2 мM MgCl2, 0,35 М KCl, 10 % глицерин, 50 мМ ЕДТА, 1мМ 

DTT, 1мМ PMSF. Элюирование TСБ проводилось буфером Н1, содержащим те же 

компоненты, что и буфер Н0.35, за исключением того, что KCl находился в кон-

центрации 1 М.  

Третья стадия: После сбора необходимых фракций производилось высалива-

ние ТСБ насыщенным раствором сульфата аммония: 250 мкл/ 1 мл белка. Осадок 

собирали центрифугированием при 14000g в течение 120 минут при 4 
0
С и раство-

ряли в буфере хранения, содержащем 20 мМ Трис-НСl (рН 7,6), 2 мМ MgCl2, 20 % 

глицерин, 0,1 мМ ЕДТА, 0,2 M глютамат калия, 1 мМ DTT, 1 мМ PMSF. 

После диализа при 0
0
С в течение 4 часов ТСБ, растворенный в буфере хране-

ния, центрифугировали при 14000g в течение 5 минут при 10 
0
С для удаления дена-

турированного белка. Супернатант, содержащий ТСБ, замораживали. 

Концентрация выделенного белка в растворе определялась при помощи метода 

Брэдфорд, описанного в (Скоупс, 1985). Этот метод даёт допустимо точное значе-

ние концентрации белка в пределах от 2 мкг/мл до 120 мкг/мл, так как в этих гра-

ницах соблюдается линейная зависимость увеличения абсорбции от концентрации. 

Сам метод основан на реакции красителя  (Coomassie Brilliant Blue G-250) и   

остатками. Связанная форма имеет голубую окраску с максимумом поглощения 

при 595 нм. Таким образом, увеличение оптической плотности  раствора при длине 

волны, равной 595 нм, пропорционально количеству белка в растворе. 

 Метод определения концентрации белка по Брэдфорд требует построения 

стандартной калибровочной кривой перед измерением концентрации ТСБ. Необхо-

димые калибровочные кривые строили по BSA.  
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Электрофорез по Лэммли 

На каждом этапе выделения и очистки ТСБ проводили электрофоретический 

анализ белка. Электрофорез проводили в 10 % ПААГ по Лэммли (Laemmli, 1970) 

(Рис. 5). Для этого к 20 мкл каждого образца добавляли 10 мкл буфера, содержаще-

го: 62,5 мМ Трис-HCl, pH 6.8; 2% ДДС; 10% глицерина; 5% -меркаптоэтанола и 

0,01% бромфенолового синего. После прогрева в течение 5 мин в кипящей водяной 

бане для денатурации белка образцы разделяли в ступенчатом ПААГ по методу 

Лэммли (Laemmli, 1970). Состав концентрирующего геля: 125 мМ Трис-HCl, pH 

6.8; 0,1% ДДС; 4% акриламид–бисакриламид (29:1); 0,05 % ПСА; 0,15 % ТЕМЕД; 

разделяющий гель: 375 мМ Трис-HCl, pH 8.9; 0,1% ДДС; 10% ак-

риламид–бисакриламид (30:1); 0,1 % ПСА; 0,15 % ТЕМЕД. Верх-

ний электродный буфер содержал: 25 мМ Трис; 192 мМ глицин; 

0,1% ДДС; нижний электродный буфер: 0,05 М Трис-HCl, pH 7.5; 

0,1% ДДС. Электрофорез проводился в вертикальных камерах при 

комнатной температуре и напряжении 10 В/см до тех пор, пока 

краситель не достигал нижнего края геля.  

После завершения электрофореза для визуализации белков 

гель окрашивали 10 мин раствором, содержащим 45% метанола, 

10% уксусной кислоты, 0,25 г (на 100 мл раствора для окрашива-

ния) Coomassie Brilliant Blue G-250. После этого гель отмывали от 

избытка краски горячей дистиллированной водой.  

В качестве одного из вариантов окрашивания гелей проводили 

окрашивание геля серебром. Гель для обезвоживания оставляли на 

Рисунок 5. Резуль-

таты  электрофореза. 

Мол.вес ТСБ 38 кДа 
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ночь в 50% растворе этанола, после чего выдерживали его в течение 30 мин при 

постоянном помешивании в растворе, содержащем 0,02 М NaOH, 0,3% NH4OH и 

0,4% AgNO3. Затем гель помещали на 10 мин в дистиллированную воду и проявля-

ли в растворе, содержащем 0,01% лимонную кислоту и 0,035% формалин; реакцию 

останавливали 10% уксусной кислотой. 

Концентрацию ТСБ определяли спектрофотометрически относительно раство-

ра с известной концентрацией BSA, растворенном в буфере хранения ТСБ по мето-

ду Брэдфорд. 

Анализ активности белка 

 Специфическая, ДНК связывающая активность ТСБ была определена, как 

описано в (Rashidzadeh et al., 2003). 

ТСБ в фиксированной концентрации  титровали двуцепочечным ОДН AdML, 

содержащим канонический ТАТА-бокс, в возрастающей концентрацией при 25
0
С 2 

часа в 1-кратном буфере связывания. AdML использовали в концентрации от 2 до 

192 нМ. Выделен гомогенный по данным электрофореза (Рис. 5), и нативный ТСБ. 

Анализируя полученные данные, было посчитано, что из 1,4 л культуры было вы-

делено 532 мкг ТСБ в концентрации 0,76 мкг/мкл. Проведенный анализ показал, 

что ТСБ содержит 38 % активного белка. 

 

2.3. Получение меченых 
32

Р олигодезоксирибонуклеотидов 

 В работе использовали олигодезоксирибонуклеотиды (ОДН), синтезирован-

ные и дополнительно очищенные электрофорезом в ПААГ ООО «Биосинтез» (Но-

восибирск). Для получения меченого ОДН цепь метили 
32

P. Для этого метку 
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[γ_32P] ATP (рабочая концентрация 1МБК/мкл) добавляли к олигонуклеотидам в 

следующих концентрациях: 250, 500 или 750 пМ. Ферментативный перенос метки 

Р
32

 с АТФ на 5' конец ОДН осуществлялся с помощью Т4 полинуклеотидкиназы 

(«SibEnzyme», Новосибирск). Кинирование проводилось в 1-кратном SE-буфере 

(pH 7.6, 50 мМ Tris-HCl, 10 мМ MgCl2, 5 мМ DTT) в течение 1 часа при 37
0
С. 

Двуцепочечные  олигонуклеотиды получали с помощью отжига комплементарных 

одноцепочечных олигонуклеотидов. Отжиг цепей после кинирования проводили в 

том же буфере, что и для кинирования (путем нагревания реакционной смеси до 

98
0
С и последующем ее медленном, со скоростью 1°С/мин, охлаждении до комнат-

ной температуры).  

  Отожженные дуплексы анализировали в 15% ПААГ в неденатурирующих 

условиях с последующей радиоавтографией на фосфоримиджере Molecular 

Imager PharosFX Plus (Bio-Rad). Для этого проводили вертикальный электрофорез 

в 15% ПААГ (при соотношении акриламида к бисакриламиду как 39 к 1) в буфере 

1x TBE (10X pH~8.3, 0.89 М Tris base, 0.89 М борной кислоты, 20 мМ EDTA) при 

комнатной температуре и напряженности поля 15 В/см в течение 2-3 часов (прово-

дя остановку электрофореза по визуальному контролю за пробой, содержащей дуп-

лекс без метки, но с добавлением красителя бромфенолового синего). Гель экспо-

нировали на экране Imaging Screen-K (Kodak) для фосфоимиджера. Затем экран 

сканировали на фосфоимиджере и осуществляли анализ радиоавтографов с помо-

щью программы Quantity One – 4.5.0 (Bio-Rad). Чтобы отделить 26-мерные двуце-

почечные ОДН от неотожженых цепей и от ОДН, в которые метка не вставилась, 

гель сопоставляли с проекцией, полученной с экрана для фосфоимиджера, с даль-

нейшим вырезанием участков геля, содержащих дуплексы с меткой [γ_32P]ATP. 
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   Для элюирования олигонуклеотидов из полиакриламидного геля фрагменты 

геля с мечеными ОДН помещали в карманы 0,7% агарозного геля и проводили го-

ризонтальный электрофорез в буфере 1х ТАЕ (40 мМ Трис, 20 мМ уксусная кисло-

та, 1 мМ EDTA) при комнатной температуре и напряженности поля 10 В/см в тече-

ние 10-15 минут (проводя остановку электрофореза по визуальному контролю за 

пробой, содержащей дуплекс без метки, но с добавлением красителя бромфеноло-

вого синего). После электрофореза производили вырезание полосок геля, располо-

женных под карманами, разрезали их поперек на фрагменты толщиной около 1 мм. 

Полученные пластинки анализировали на счетчике Гейгера, отбирая те, которые 

насчитывали более 400 импульсов в секунду, в центрифужные концентраторы 

Spin-X с диаметром пор 0,45 мкм. Из агарозного геля меченые ОДН выделяли пу-

тем центрифугирования при 14000g 15 минут при комнатной температуре. Не-

большие фрагменты агарозы, прошедшие через фильтр вместе с ОДН при даль-

нейшем переосаждении будут использоваться в качестве соосадителей. Для оса-

ждения двуцепочечных ОДН добавляли MgCl2 до 10 мМ, NaAC до 150 мМ и 96% 

EtOH (2,5 объема реакционной смеси). Инкубацию проводили при -20
0
С в течение 

ночи. Затем смесь центрифугировали при комнатной температуре 15 минут при 

15000g. Супернатант отбирали, а осадок высушивали. Получившийся осадок рас-

творяли в 1-кратном буфере отжига (10 мМ Hepes-KOH pH 7,6, 20 мМ KCl, 0,1 мМ 

ЕДТА) в течение 1 часа.  
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2.4. Определение кинетических и термодинамических характеристик 

комплексов ТСБ/ОДН методом задержки ДНК в геле 

Для определения равновесных констант диссоциации комплексов (КD) ТСБ с 

ТАТА-содержащими олигонуклеотидами, соответствующими «нормальным» и 

SNP-содержащим вариантам ТАТА-боксов, использовали традиционный подход, 

включающий титрование ТСБ в постоянной концентрации (не менее 0,3 нМ и не 

более 1 нМ) ТАТА-содержащим ОДН в возрастающей  концентрации в сочетании с 

методом изотопного разбавления. Предварительно определяли время установления 

равновесного состояния по кинетике связывания ТСБ с каждым  ОДН.  

Эксперименты по изучению кинетики связывания ТСБ с ОДН проводили при 

постоянной концентрации ТСБ и варьировании концентрации ОДН во времени до 

установления равновесия при 25ºC в буфере связывания следующего состава: 20 

мМ Hepes-KOH (pH=7.6), 5 мМ MgCl2, 50 мМ KCl, 1 мМ DTT, 100 мкг/мкл BSA, 

0.01 % NP-40, 5 % глицерин. Для отделения комплексов "ТСБ/ОДН" от несвязав-

шегося ОДН использовали метод «задержки ДНК в геле» (EMSA). Электрофорез 

проводили в 5% ПААГ на трис-глициновом буфере (рН 8.3) при температуре 10º С  

и напряженности поля 25 В/см в течение 40 мин. Стекла для электрофореза пред-

варительно подвергали силиконизированию. Все пробы наносили одновременно на 

идущий электрофорез при напряженности поля 10 В/см. Перед электрофорезом с 

пробами проводили предварительный холостой электрофорез в течение 1 часа  при 

220 В в охлажденном буфере TGB.   
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На Рис.6 изображена кинетика ассоциации ТСБ с  ТАТА-содержащим участком 

промотора LEP с SNP rs201381696 (кинетические кривые взаимодействия 

ТСБ/ТАТА для промоторов других генов представлены в Приложении 1 Таблица 

1).  

Гели высушивали и экспонировали с экраном Imaging Screen-K (Kodak) для 

фосфоимиджера Molecular Imager PharosFX Plus (Bio-Rad). Затем экран сканиро-

вали на фосфоимиджере и осуществляли количественный анализ радиоавтографов 

с помощью компьютерной программы Quantity One – 4.5.0 (Bio-Rad). 

  Равновесную константу диссоциации комплексов (KD) определяли как кон-

центрацию субстрата, необходимую для образования половины от максимального 
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Рисунок 6. Кинетика ассоциации ТСБ с  ТАТА-содержащим участком 

промотора LEP с SNP rs201381696 (ТСБ-LEP_SNP_3) 

 

 



 

74 

 

количества комплексов. KD отражает аффинность или сродство ОДН к ТСБ, поэто-

му чем больше KD, тем меньше аффинность.   Анализ данных, полученных методом 

EMSA, проводился графически с помощью компьютерной программы OriginPro8. 

Кривая, отображающая равновесное связывание, описывается уравнением: 

y = Р1 · x / (Р2 + х), 

где коэффициент Р1 -  максимальные концентрации комплекса, а коэффициент 

Р2 = КD – равновесная константа диссоциации. Время взаимодействия выбрано на 

основании предварительных экспериментов, исходя из того, что к этому времени 

уже наступает равновесие.  

Равновесное взаимодействие ТСБ человека с ТАТА-боксами промоторов генов 

человека описывают следующим образом:  

ТСБ + ТАТА ↔ TСБ / TATA, 

где:  

KD= [ТСБ/ТАТА]/([TСБ] · [ТАТА]) = koff / kon ,  

KD, М - равновесная константа диссоциации комплекса,  

kon (→), М
-1

·С
-1

 – константа скорости связывания ТСБ/ТАТА, 

koff (←), С
-1

 – константа скорости диссоциации комплекса ТСБ/ТАТА.  

 Наблюдая за взаимодействием ТАТА с ТСБ, мы изучаем ответ образовав-

шейся системы в виде концентрации комплекса ТСБ/ОДН, зависимость образова-

ния которого имеет гиперболический характер и представляет собой уравнение 

изотермы Ленгмюра (оно применимо в тех случаях, когда концентрация ОДН зна-

чительно превышает концентрацию связывающего его белка) (Кнорре, Мызина, 

1992).  
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Для  определения констант связывания и диссоциации комплексов ТСБ/ОДН 

снимали зависимости образования комплексов (изотермы связывания) во времени 

от  концентрации ОДН при постоянной концентрации ТСБ (0.3 нМ). Эксперименты 

проводили при 25
0
С в связывающем буфере следующего состава: 20 мМ HEPES-

KOH (pH 7.6), 5 мМ MgCl2, 70 мМ KCl, 1 мМ DTT, 100 мкг/мл BSA, 0.01% NP-40 и  

5% glycerol. Комплексы  ТСБ/ОДН отделяли от несвязавшихся ОДН методом за-

держки ДНК в геле. Каждый эксперимент  по определению кинетики связывания 

обычно состоял из 32 реакций связывания (8 временных точек  с 4 концентрациями 

ОДН). Все 4 реакции связывания наносили на гель одновременно. Константы ско-

ростей, ka и kd, определяли с помощью программы GraphPad Prism 5 software 

(Equation: Association kinetics (two ligand concentrations)) на основе зависимости 

изотерм связывания ТСБ/ОДН от концентрации ОДН при 0,3 нМ ТСБ. Из получен-

ных экспериментальных величин ka и kd оценили величину кажущейся равновесной 

константы диссоциации (KD = kd /ka), характеризующую аффинность ТСБ/ОДН, а 

также время полураспада комплексов (t 1/2 =  ln2 / kd) и изменение свободной энер-

гии Гиббса (∆ G = –RTlnKA, где R – универсальная газовая константа, Т – абсо-

лютная температура, KA = ka/kd).     

   

2.5. Определение кинетических констант комплексов методом флуо-

ресцентной спектроскопии в режиме реального времени 

Для наблюдения связывания ТСБ с ОДН и определения основных характери-

стик процесса было проведено несколько экспериментов с ОДН, мечеными раз-

личными флуорофорами (Приложение 1; Приложение 2) - парами красителей 
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(Cy3/Cy5, TAMRA/FAM). Связывание ТСБ с ДНК-дуплексами, соответствующими 

нормальному ТАТА-боксу и ТАТА-боксу с SNP анализировали методом «останов-

ленной струи» (stopped-flow) на одноименном спектрофотометре SX20 (Applied 

Photophysics, Великобритания). Мертвое время прибора равно 1,38 мс. Для прове-

дения экспериментов были выбраны stopped-flow флуориметры, так как они обес-

печивают минимальную задержку в измерении флуоресценции растворов после 

смешивания. Для правильной постановки экспериментов были предварительно 

проведены работы по изучению оптимальных условий для связывания ТСБ/ТАТА 

(Приложение 3). В качестве контроля проводили следующие эксперименты: 1) 

ОДН без TСБ, 2) ОДН  без TATA с TСБ. 

Вначале был проведен эксперимент по связыванию ТСБ с  ОДН длиной 15 и 26 

п.н., меченных по 5’- концам цианиновыми флуорофорами Cy3/Cy5 (Рис. 7), кото-

рые были синтезированы и очищены в ООО «НаноТех-С», Новосибирск. Связыва-

ние ТСБ с ДНК-дуплексом, соответствующим нормальному ТАТА-боксу промото-

ра гена TPI (gctctAtATAAgtgg, аллель Т и gctctAtAGAAgtgg, аллель G), анализиро-

вали методом «остановленной струи». Длина волны возбуждения флуоресценции 

красителя Су3 равна 550 нм, напряжение на детекторе – 575 В. Флуоресценцию 

красителя Су5 регистрировали на длинах волн более 645 нм при использовании 

светофильтра rG-645 (Scott, Германия).  

Концентрация ДНК-дуплексов во всех случаях была равна 1*10
 -7

 М. Процесс 

связывания с ДНК-дуплексами изучали с использованием активного ТСБ, концен-

трация которого возрастала по следующей схеме: для аллеля Т – в 1, 2, 4, 6, 8,10, 20 

раз (*10
-7

 М); для аллеля G – в 1, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40 раз (*10
-7

 М). Время измере-

ния составляло – 50 с, общее количество точек на одну кривую – 6000.  
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Рисунок 7. Использованные в работе ДНК-дуплексы, идентичные последова-

тельности ТАТА-бокса промотора гена TPI дикого типа и содержащего SNP -24T > 

G, меченные FRET-парой флуорофоров Cy3/Cy5 (Приложение 4). 

 

Олигодезоксинуклеотиды (ОДН) длиной 15 и 26 п.н., меченные по 5’- концам 

флуоресцентными красителями TAMRA и FAM (Рис. 8), были синтезированы и 

очищены (“BIOSYN”, Новосибирск).   

 

TAMRA (TMR, тетраметилродамин) 

 

- ксантеновый краситель, образующий 

FRET-пару  с флуоресцеином. 

FAM (флуоресцеин, диоксифлуо-

ран) 

 
Рисунок 8. Структура FRET-пары TAMRA/FAM, использованной для мече-

ния изучаемых дуплексов (Приложение 4). 

 

Последовательности используемых в работе двуцепочечных олигодезоксинук-

леотидов приведены в Таблице 3. Эту пару флуорофоров мы использовали для бо-

лее детального изучения изменений структуры ТАТА-содержащих ОДН при взаи-
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модействии с ТСБ, так как у TAMRA и FAM квантовый выход и чувствительность 

детекции на много выше, чем у Cy3/Cy5 (Приложение 4). 

 

Таблица 3. Использованные в работе ДНК-дуплексы, меченные FRET-парой 

флуорофоров TAMRA/FAM. 

Сокращенное 

название 

Последовательность (5’ – 3’) 

 

Control-15 cctgtccactctcct  

LEP-15 ccgcTATAAGАgggg 

LEP-SNP-15 ccgcTGTAAGАgggg 

TPI-15 ctcTATATAAgtggg 

TPI-SNP-15 ctcTATAGAAgtggg 

Control-26 cctgtcccctctccggagctcgagct  

LEP-26 atcgggccgcTATAAGАggggcgggc 

LEP-SNP-26 atcgggccgcTGTAAGАggggcgggc 

TPI-26 cgcggcgctcTATATAAgtgggcagt 

TPI-SNP-26 cgcggcgctcTATAGAAgtgggcagt 

 

 Связывание ТСБ с ДНК-дуплексом при C3/Cy5 и при TAMRA/FAM прово-

дили при 25
0
С в «буфере связывания», содержащем 20 мМ Hepes-KOH (pH 7.6), 5 

мМ MgCl2, 50 мМ KCl, 1 мМ DTT, 100 мкг/мл BSA и 5% глицерин.  

Длину волны возбуждения флуоресценции красителя FAM устанавливали рав-

ной 494 нм. Флуоресценцию красителя TAMRA регистрировали на длинах волн 

более 570 нм с помощью установки светофильтра OG-570 (Schott Filters, Germany). 

Регистрацию флуоресценции (Рис. 9) производили при напряжении 430 вольт и 

температуре 25
0
С, общее количество точек на одну кривую – 8000, причем первые 

4000 точек приходились на измерение флуоресценции в течение первой секунды, а 

оставшиеся 4000 точек – на следующие 100 секунд.  
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 Рабочая концентрация ДНК-дуплексов во всех случаях была равной 1*10
-7 

М, концентрация активного ТСБ на начальном этапе была такой же, а потом воз-

растала пропорционально в 2, 4, 6, 8 и 10 раз. Для анализа полученных данных и 

построения кинетической модели взаимодействия ТСБ с дуплексами ДНК, а также 

для расчета констант скоростей всех элементарных реакций использовали про-

грамму Dynafit (Biokin, USA) (Kuzmic, 1996). В основе построения кинетической 

модели взаимодействия ТСБ с дуплексами ДНК использовали принципы построе-

ния минимальной кинетической модели (Приложение 5). 

           

 

Рисунок 9. Схематический рисунок, поясняющий экспериментальный подход 

к изучению излучения флуоресценции в паре красителей TAMRA/FAM. 
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2.6. Разработка плазмидных конструкций для определения активно-

сти  репортерного гена LUC  

1. Выбор объекта  

Для WT (дикий тип) и при наличии SNP в ТАТА боксах промоторов были раз-

работаны конструкции, содержащие вставки 200-250 пн (из расположенной наибо-

лее близко к TSS части промотора изучаемого гена) в качестве минимального про-

мотора (He et al., 1995) в беспромоторный вектор pGL4.10[luc2] (Рис. 10), несущий 

ген светлячковой люцифиразы. 

2. Дизайн праймеров  

Праймеры выбирались по принципу создания минимального рабочего промо-

тора. Для этого проектировался ампликон из ТАТА-содержащего участка промото-

ра, фланкированный сайтами рестрикции для HindIII (AAGCCT) и XhoI (CTCGAG) 

(кроме гена Leptin – у него ампликон больше вставки, потому что сайт рестрикции 

для XhoI уже есть в последовательности промотора, но праймер наиболее подхо-

дящий по физико-химическим показателям находится дальше сайта) (Табл. 4).  

 

Таблица 4. Дизайн праймеров. 

Рестриктаза Сайт рестрикции 

HindIII 5'-A |A G C T T-3' 

 3'-T T C G A| A-5' 

  

XhoI 5'-C |T C G A G-3' 

 3'-G  A G C T|C-5' 

 

Праймеры 

Ген SNP, аллель ДНК последовательность 
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LEP rs 201381696, 

A-35g 
Содержащая ТАТА-бокс 

atcgggccgcTA/gTAAGaggggcgggc 

 Длина ам-

пликона 199 

пн 

ForwardPrimer, 5’-> 3’    

CAAGGGTGCGCGCGTGG 

 Длина встав-

ки 

158 пн 

ReversePrimer Norma, 5’-> 3’                  
CCAAGCTTGCCCGCCCCTCTTATAGCG  

  ReversePrimer SNP, 5’-> 3’       CCAAGCTT-

GCCCGCCCCTCTTACAGCG  

 

Расположение SNP, праймеров и сайтов рестрикции на ДНК  

5’ -

CAAGGGTGCGCGCGTGGCTCCTGGCGCGCCGAGGCCCTCCC|TCGAGGCCC

CGCGAGGTGCACACTGCGGGCCCAGGGCTAGCAGCCGCCCGGCACGTCGCTA

CCCTGAGGGGCGGGGCGGGAGCTGGCGCTAGAAATGCGCCGGGGCCTGCGG

GGCAGTTGCGCAAGTTGTGATCGGGCCGCTATAAGAGGGGCGGGCA|AGCTT

GG                        - 3’                  *****************     ****************3’-   

GCGATATTCTCCCCGCCCGT|TCGAACC                         - 5’    

CYP2A6 rs 28399433, 

T-34g  
Содержащая ТАТА-бокс 

tttcaggcagTAT/gAAAGgcaaaccac  

 Длина ам-

пликона  261 

пн 

ForwardPrimer, 5’-> 3’    

gcctcgagTCCAAACTCCTCAGTTCTACAGC 

 Длина встав-

ки 

261 пн 

ReversePrimer Norma, 5’-> 3’                  
ccaagctTGGTTTGCCTTTATACTGCCTGA 

  ReversePrimer SNP, 5’-> 3’        ccaagctTGGTTT-

GCCTTTGTACTGCCTGA 

      

5’-  GGGGTGGTTTGCCTTTATACTGCCTGAAAAAGAGGGATGGACTTT-

GGCTGATTACATAATTACCTCATTTCACCTCCCAACTACATGCCCCAC-

CATGAATCCTGCCTAGCTTGGGACACAGCCAGCAAGGGAGGATAAGGG-

GACCCCAGGGCAGCTGAACAGAGAGGGGGCCTCCAGACTAAATCTGTGG-

TACTTCAGGAGGGGTGCCGCAGGGCTGTGGATTTAGGAGGGGGCAACAGA-

TAAGCTGTAGAACTGAGGAGTTTGGAATATTTGCATAGGGGAGCACTTGG    - 

3’ 

************** 3’- **CGACATCTTGACTCCTCAAACCT    - 5’ 

 

Таким образом было смоделировано, что обратный праймер будет содержать 

ТАТА-бокс, а промоторная область изучаемых генов будет интегрирована в поло-
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жение -34 пн от начала транскрипции гена люциферазы. При этом SNP гена Lep 

будет находится на расстоянии -50 пн от TSS, SNP гена CYP2A6 - 46 пн. 

 

 

Рисунок 10. Структура беспромоторного вектора pGL4.10 

(.promega.com/vectors/) 

 

Последовательности праймеров 

Пары праймеров (Табл. 5) подбирали с использованием NCBI Primer-BLAST. 

Синтез олигонуклеотидов осуществлялся компанией ООО «БИОССЕТ», Новоси-

бирск. 
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Таблица 5. Последовательности специфических прямых и обратных пар прай-

меров, использованных в работе для проведения ПЦР. Выделен зеленым сайт ре-

стрикции XhoI, подчеркнут и выделен зеленым сайт рестрикции Hind III, красным 

цветом обозначена норма и SNP. 

 

Обозначе-

ние специфиче-

ских праймеров 

Последовательность 5’→3’ 

Длина 

ПЦР-

продукта, 

п.н. 

LepFor 

LepRevN 

LepRevSNP 

     CAAGGGTGCGCGCGTGG 

CCAAGCTTGCCCGCCCCTCTTATAGCG 

CCAAGCTTGCCCGCCCCTCTTACAGCG 

100 

CypFor 

CypRevN 

CypRevSNP 

 

gcctcgagTCCAAACTCCTCAGTTCTACAGC 

ccaagctTGGTTTGCCTTTATACTGCCTGA 

ccaagctTGGTTTGCCTTTGTACTGCCTGA 

 

158 

RVprimer3_for     

pGLrev(2)_rev 

TAGCAAAATAGGCTGTCCC   

CGCTTCATGGCTTTGTG  

 

 

Буферные растворы 

ТЕ  - 10 мМ Трис-OH, 1 мМ ЭДТА  

ТАЕ  - 40 мМ Tris-НСl рН 8.0, 20 мМ ацетат натрия, 1 мМ ЭДТА 

Приготовление 2YT среды 
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На 1 литр среды - 16 г бакто-триптона, 10 г бакто-дрожжевого экстракта, 5 г 

NaCl, проавтоклавировать. 

Приготовление LB среды 

 В 1 л воды растворяют 10 г бактотриптона, 5 г дрожжевого экстракта, 10 г 

NaCl, доводят рН до 7,5 раствором 1 N NaOH и автоклавируют. 

Приготовление LB-агара  

В 1 л воды растворяют 10 г бактотриптона, 5 г дрожжевого экстракта, 10 г 

NaCl, доводят рН до 7,5 раствором 1 N NaOH и автоклавируют. 

Приготовление IPTG 

 Индуктор ИПТГ (синтетический аналог лактозы, IPTG) – 100 мМ раствор 

изопропил-бета-D-1-тиогалактопиранозида; 2,38 г ИПТГ растворяют в 100 мл де-

ионизированной воды, стерилизуют через фильтр с размером пор 0,22 мкм. 

Приготовление красителя  (Coomassie Brilliant Blue G-250) 

На 100 мл берется Coomassie Brilliant Blue G-250 – 0,25 г, метанол – 45 мл, Н2О 

– 45 мл, ледяная уксусная кислота – 10 мл. 

Приготовление красителя бромфенолового синего 

Готовится стоковый раствор - 1% в H2O, рабочая концентрация в 1х буфере 

~0.005-0.02%. 

 

Электрофорез в агарозном геле 

Фрагменты ДНК разделяли в 1-1.5% агарозном горизонтальном геле, приго-

товленном на буфере 1% ТАЕ с добавлением бромистого этидия (0.01 мкг/мл). В 

гель наносили образцы, содержащие 0.3-0.5 мкг ДНК, и 0.2% бромфенолового си-

него. Электрофорез проводили при напряженности электрического поля 5-10 В/см. 
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ПЦР 

Для проведения ПЦР использовали амплификатор Termocycler (BIO-RAD
TM

 

США). Программа: 95
0
 С- 3 мин, 40 циклов: 95° C – 30 сек, 55° C – 30 сек, 72° C - 

1 мин. 

ПЦР проводили в 20 мкл реакционной смеси, содержащей 75 мМ Tрис-HCl, pH 

8.9; 20 мМ (NH4)2SO4; 0,01 % Tween; 2,5 мМ MgCl2; 10% глицерин; 1 U единиц ак-

тивности Taq ДНК-полимеразы; 0,2 мкМ прямого и обратного праймеров; 0,1 мМ 

каждого дезоксирибонуклеозидтрифосфата и 50 нг геномной ДНК в качестве мат-

рицы.  

 

Очистка образцов ДНК с помощью гель-фильтрации на Sephadex G100 

Колонку высотой 8 см и диаметром 3 мм заполняли Sephadex G100, предвари-

тельно замоченным в дистиллированной воде на 3 часа. В колонку загружали 10 

мкл образца ДНК, содержащего 0,01% бромфеноловый синий в качестве маркера, 

после чего наносили дробно 70 мкл воды и проводили элюцию ДНК добавлением 

45 мкл воды. Очищенные продукты амплификации анализировали гель-

электрофорезом в агарозном геле. 

 

Получение репортерных конструкций 

Для получения репортерных конструкций ТАТА-содержащие участки промо-

торов генов Lep и CYP2A6 человека были клонированы в вектор pGL 4.10[luc2] 

(Promega, США). Этот вектор содержит ген люциферазы светлячков (firefly 

luciferase), субстратом для которого служит люциферин жуков (beetle luciferin). Для 

клонирования необходимые фрагменты ДНК были амплифицированы при помощи 
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ПЦР с использованием праймеров, содержащих сайты рестрикции Xho I и Hind III 

(последовательности праймеров представлены в таблице 1), в качестве матрицы 

использовали ДНК клеток линии колоректальной карциномы человека HCT-116 и 

ДНК клеток карциномы молочной железы MCF-7.  

 

Выделение геномной ДНК 

Экстракция геномной ДНК проводилась по стандартному протоколу фенол-

хлороформным методом из клеток линии HCT-116. К клеточной суспензии добави-

ли 500 мкл лизирующего буфера (50 мМ Tris-HCl pH 8.0, 200 мМ NaCl, 100 мМ 

EDTA, 1% SDS) и 5 мкл протеиназы К (20 мМ/мл). Гомогенат инкубировали при 

55
0
С 2 часа, ц/ф 10 000g 10 минут. Пептиды экстрагировали смесью 1V водонасы-

щенного фенола и 1/5 V хлороформа, затем 1V смеси фенол: хлороформ в соотно-

шении 1:1, и наконец, 1V хлороформа. Фазы разделяли центрифугированием при 

10.000 g в течение 10, 10 и 5 минутах, соответственно. К водной фазе добавляли 1V 

изопрапанола, инкубировали 10 минут при комнатной температуре и центрифуги-

ровали 15 минут на 15000 g. Осадок промывали 1 мл 75% спирта, центрифугирова-

ли 3 минуты на 10000 g. Осадок высушивали 5-7 минут и растворяли в 1-кратном 

буфере ТЕ. 

 

Получение фрагментов ДНК с использованием ПЦР 

Фрагменты ДНК, соответствующие участку промотора, содержащему ТАТА-

бокс гена Lep человека, получали с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР).  

Праймеры, использованные для синтеза фрагмента ДНК, содержащего промо-

торный район Lep человека: LepFor, LepRevN, LepRevSNP. Аналогично праймеры, 
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использованные для синтеза фрагмента ДНК, содержащего район Cyp человека: 

CypFor, CypRevN, CypRevSNP. 

Очистку целевого продукта реакции от соли и невключившихся дезоксирибо-

нуклеозидтрифосфатов проводили с помощью гель-фильтрации на Sephadex G100. 

 

Гидролиз и лигирование фрагментов ДНК 

Расщепление ДНК эндонуклеазами рестрикции 

Гидролиз полученного ампликона и плазмиды pGL4.10 проводили эндонукле-

азами рестрикции Xho1 и Hind III (Thermo scientific, UK). Для этого к 0,5 мкг ПЦР-

продукта или 4 мкг плазмиды добавляли 46.4 U Xho1 и 6.4 U Hind III (Thermo 

scientific, UK) и инкубировали в течение 2 часов при 37
0
С в буфере R+, содержа-

щем 10 мМ Трис-HCl (pH=8,5), 10 мМ MgCl2, 100 мМ KCl, 0,1 мкг/мл БСА. Реак-

цию ингибировали нагреванием смеси до 65
0
С в течение 15 мин. Полученную 

смесь очищали на Sephadex G100. 

Для анализа наличия ампликона нужной длины проводили электрофорез в ага-

розном геле на 1Х ТАЕ.  

Осаждение ампликона проводили путем добавления к нему равного объема 

изопропанола и через паузу в 10 минут при комнатной температуре центрифугиро-

вали при 15000g 20 минут. Далее изопропанол сливали и добавляли 500 мкл 75% 

EtOH на 10 минут. Затем центрифугировали 5 минут при 10000g, осадок просуши-

вали и растворяли в 20 мкл воды. 

Полученные ампликоны встраивали в вектор pGL4.10, содержащий ген люци-

феразы (luc2) (Рис. 10). 

Лигирование фрагментов ДНК 
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Лигирование фрагментов проводили путем добавления к гидролизованным ам-

пликону и плазмиде 100 U Т4-ДНК-лигазы (Bioron, Германия) на 1 час при 16
о
С в 

буфере, содержащем 50 мМ Трис-HCl (pH=7,8), 10 мМ MgCl2, 10 мМ ДТТ, 1 мМ 

АТФ. Инактивацию фермента проводили в течение 20 минут при 65°С. Лигазную 

смесь очищали с помощью гель-фильтрации на Sephadex G100 и использовали для 

трансформации электрокомпетентных клеток Е.coli. 

 

Приготовление электрокомпетентных клеток Е.coli 

Клетки E.coli штамма Top10 засевали в 5 мл питательной среды LB и растили 

ночную культуру на термостатированной качалке при 37°С и интенсивном поме-

шивании (~ 170 об/мин) в течение 14-18 часов. 100 мкл ночной культуры перено-

сили в 500 мл LB и растили на качалке при 37
о
С до оптической плотности 

OD600=0,6. Клетки осаждали в стерильных пробирках (Falcon) центрифугированием 

в течение 5 мин при 3000 g при температуре +4
0
С. Все дальнейшие процедуры про-

водились на льду. Осадок ресуспендировали в 50 мкл охлажденной бидистиллиро-

ванной воды и осаждали центрифугированием в течение 5 мин при 3000 g при 4
о
С; 

процедуру повторяли 2 раза. Затем клетки ресуспендировали в 50 мл 10% глицери-

на и вновь осаждали. К полученным клеткам добавляли 2 объема 20% глицерина, 

суспендировали, делили на аликвоты по 40 мкл и замораживали на -70 
0
С. 

 

Трансформация клеток Е.coli 

Трансформацию электрокомпетентных клеток Е.соli проводили методом элек-

тропорации. Для этого к 40 мкл клеточной суспензии добавляли 10 мкл очищенной 

лигазной смеси, тщательно перемешивали и переносили смесь в кювету для элек-
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тропорации (ширина щели 1мм). Электропорацию проводили с помощью электро-

поратора BIO-RAD MicroPulser
TM

, при напряжении 2,0 кВ, время прохождения им-

пульса 3,5-5,0 мс. Смесь быстро переносили в пробирку с 1 мл среды LB и инкуби-

ровали без перемешивания 1 час при 37
о
С. Пробу концентрировали центрифугиро-

ванием 2 мин 900g, избыточный объем среды сливали и около 50 мкл каждой про-

бы высевали на чашки Петри (1 г агара на 100 мл LB среды) с селективной средой, 

содержащей ампициллин (100 мкг/мл). Через 14-17 ч инкубации при 37
о
С получали 

отдельные колонии трансформированных клеток.  

Скрининг колоний на наличие вставки, их полимеразная цепная ре-

акция и электрофорез 

С чашки Петри одиночные колонии скалывали и переносили в 50 мкл подго-

товленного раствора со средой LB (5мл LB +10 мкл ампициллина (50 мкг/мл)). Эти 

клетки использовали в качестве матрицы для ПЦР. ПРЦ проводили с праймерами к 

участкам плазмиды pGL 4.10 (RVprimer3_for и pGLrev(2)_rev) в реакционном объ-

еме 10 мкл по программе: 95
0
С- 2 мин, 35 циклов: 94°C – 15 сек, 50°C – 30 сек, 

72°C – 20сек. Каждая реакция ПЦР содержала в качестве матрицы 2 мкл пробы и 

буфер для ПЦР (25 мM Трис-HCl pH=7,5; 1,5 мМ MgCl2; 70 мМ (NH4)2SO4), а также 

0,2 мМ каждого дезоксирибонуклеозидтрифосфата, 0,2 пМ каждого праймера и 0,5 

ед. акт. Taq ДНК-полимеразы.   

Продукт ПЦР детектировали с помощью электрофореза в 1% горизонтальном 

агарозном геле. Колонии, длина ПЦР-продукта которых соответствовала наличию 

вставки, использовали далее. 
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Подтверждение наличия клонированного фрагмента ДНК с помощью 

секвенирования 

Выделение плазмидной ДНК методом щелочного лизиса 

Выделение плазмидной ДНК проводили по модифицированному методу 

Бирнбойма и Доли (Birnboim, Doly, 1979). Выбранные колонии переносили в про-

бирки с 5 мл LB, содержащей ампициллин (50 мкг/мл), и выращивали в течение 

ночи на качалке при температуре 37
о
С и скорости 170 об/мин.  

Ночную культуру осаждали центрифугированием в течение 5 мин при 3000 g и 

4
0
С. Супернатант удаляли. К осадку добавляли 1V раствора 1 (25 мM Трис-HCl, 

pH=8.0, 50 мM глюкозы, 20 мM ЭДТА, 2 мг/мл лизоцима) и тщательно суспенди-

ровали. Сразу же добавляли 2V раствора 2 (0,2 N NaOH, 1% SDS) и аккуратно пе-

ремешивали до просветления раствора. После чего добавляли 1,5V 3 М NaAc 

(pH=4.5-5.0), аккуратно перемешивали до получения белого творожистого осадка и 

центрифугировали 20 мин при 14000 g и 4
0
С. Супернатант отбирали, добавляли к 

нему равный объем изопропанола, тщательно перемешивали и выдерживали при 

комнатной температуре в течение 10 мин, а затем центрифугировали в течение 10 

мин при 10000 g. Супернатант сливали, а осадок промывали 75% этанолом, подсу-

шивали и растворяли в 30 мкл воды. К раствору добавляли 5 мкг РНКазы А и ин-

кубировали 30 мин при 20
0
С. Очистку плазмидной ДНК проводили с помощью 

гель-фильтрации на Sephadex G100.  

 Концентрацию полученной плазмиды определяем с помощью NanoDrop 2000 

Spectrophotometer.  
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Секвенирование ДНК 

Для подтверждения наличия вставки промотора выделенную плазмиду секве-

нировали по методу Сэнгера с использованием праймеров RVprimer3_for и 

pGLrev(2)_rev. 

Реакцию Сэнгера проводили в амплификаторе Termocycler в 30 мкл реакцион-

ной смеси, содержащей 800 нг ДНК-матрицы, 2 пмоля праймера, 3 мкл BigDye 

Terminator Cycle Sequencing Kit v. 3.1 (Applied Biosystems, США), 2 мкл BigDye-

буфера (Applied Biosystems, США). Секвенирующую реакцию проводили при сле-

дующих условиях: 95°С – 2 мин (прогревание); 95°С – 15 сек, 50°С – 20 сек., 60°С 

– 2 мин (40 циклов).  

Очистку продуктов реакции проводили переосаждением. Для этого к реакции 

добавляли равный объем 100% изопропанола и оставляли при комнатной темпера-

туре на 10 мин. Пробирки центрифугировали при 12700 g в течение 15 мин. Остат-

ки изопропанола скидывали, осадок подсушивали 10 мин при 37°С. Осадки для 

анализа передавали в ЦКП «Геномика». 

Электрофоретический контроль плазмидной ДНК на содержание вставки 

на 2% агарозном геле с EtBr при 80 V 

Результаты зафиксированы на трансиллюминаторе BioRad. 
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Рисунок 11. LEP. Референсный вариант WT. Наличие вставки во всех колониях, 

кроме №4 (ДНК Маркер 100bp (Медиген, Россия)). 

 

 
 

Рисунок 12. LEP. Замена А на G в rs201381696 (-35A>G). Наличие вставки толь-

ко в колонии №5(ДНК Маркер 100bp (Медиген, Россия)). 
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Секвенограммы районов, содержащих однонуклеотидные замены в полученных 

плазмидных конструкциях 

 
 

Рисунок  13. LEP. Референсный вариант WT. 

№11 AAGTTGTGATCGGGCCGCTATAAGAGGGGCGGGCAA 

 

 

Рисунок  14. LEP. Замена А на G в rs201381696 (-35A>G). 

№26 AAGTTGTGATCGGGCCGCTGTAAGAGGGGCGGGCAA 

 

- 
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Очистка плазмидной ДНК центрифугированием в двуступенчатом 

градиенте хлористого цезия 

Колонии с подтвержденной вставкой промотора наращивали в объеме 500 мл 

среды и плазмиду выделяли щелочным лизисом. В раствор плазмидной ДНК, вы-

деленной щелочным лизисом добавляли раствор бромистого этидия до концентра-

ции 700 мкг/мл и растворяли в нем кристаллический CsCl в расчете 0,59 г соли на 1 

мл (η=1,38). Затем готовили растворы CsCl в дистиллированной воде с оптической 

плотностью η=1,41 (1,58 г соли на 1 мл воды) и с η=1,38 (0,3 г CsCl на 1 мл воды). 

Центрифужные пробирки (Beckman Quick-Seal) для ротора Ti-75 заполняли 

наполовину раствором CsCl с η=1,41. Сверху наслаивали равный объем лизата и 

уравновешивали пробирки раствором CsCl с η=1,38. Отверстие пробирок запаива-

ли и центрифугировали 24 часа при 45 000 об/мин в роторе Ti-75 при 20 
о
С. 

В результате центрифугирования получали две малиново-красные зоны. Ниж-

нюю зону, содержащую плазмидную суперспирализованную ДНК, отбирали через 

иглу с помощью перистальтического насоса. 

Бромистый этидий экстрагировали 4 раза равным объемом изобутилового 

спирта, после чего пробы разбавляли в 3 раза водой. ДНК осаждали одним объе-

мом изопропанола, осадок ДНК растворяли в 1 мл буфера ТЕ.  

 

Трансформация клеточных линий и измерение активности люциферазы 

В работе использовали эукариотическую клеточную линию карциномы молоч-

ной железы (MCF-7) и линию колоректального рака (HCT-116). Культивирование 

клеточных линий осуществлялось на базе Центра клеточных технологий ИЦиГ СО 

РАН. 
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Для введения вектора в клетки эукариотических линий использовали реагент 

ScreenFect (Incella, Germany), который увеличивает проницаемость цитоплазмати-

ческой мембраны и, таким образом, обеспечивает проникновение в клетку плаз-

мидной конструкции. Трансформацию проводили по стандартному протоколу 

Dual-Luciferase® Reporter Assay Protocol (Promega). Система включает в себя два 

вектора: беспромоторный pGL4.10[luc2], в который интегрировали фрагмент ТА-

ТА-содержащего промотора генов LEP и CYP человека и нормировочный вектор 

pRL-TK. pGL4.10[luc2] содержит ген светлячовой люциферазы, который кодирует 

белок, обладающий ферментативной активностью, и в присутствие Mg
2+

 катализи-

рует превращение люциферина в оксилюциферин. При переходе в окисленную 

форму субстрат испускает флуоресцентный сигнал, который можно детектировать 

и таким образом оценить количество наработанной люциферазы. Для трансформа-

ции брали векторы в соотношении 1:10 (на 0.4 нг RL-TK брали 4 нг исследуемой 

плазмидной конструкции). После трансформации инкубировали клетки в течение 

суток, затем обрабатывали 200 мкл Luciferase Assay Reagent II (Promega), смесь пи-

петировали и проводили детекцию флуоресцентного сигнала с помощью 2030 Mul-

tilabel reader VICTOR
TM

X3. Таким образом, был детектирован флуоресцентный 

сигнал светлячкового люциферина. Затем добавляли 100 мкл Stop & GloR Reagent 

(Promega), смесь пипетировали и проводили детекцию флуоресцентного сигнала 

медузного люциферина аналогичным способом. Для определения относительной 

экспрессии люциферазы в экспериментальной плазмиде ее активность нормирова-

ли на активность медузной люциферазы.  

Клеточные линии культивировали в полной среде (F12/DMEM, содержащей 

10% FBS) в СО2-инкубаторе в условиях: +37
0
С, 5% СО2. Люциферазные репортер-
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ные конструкции были получены на основе вектора pGL4.10 [Luc2], Promega, 

США. ТАТА-содержащие участки промоторов (159 п.о.), WT и минорные аллели 

генов LEP и CYP2A6 клонировали в беспромоторный вектор pG4.10 по сайтам ре-

стрикции XhoI и Hind III. Точность всех созданных конструкций подтверждали се-

квенированием по методу Сэнгера. Активность люциферазы измеряли с помощью 

двойного люциферазного набора для анализа (Dual-Luciferase, Promega,USA) со-

гласно инструкции производителя. Беспромоторный вектор pGL4.10 использовали 

в качестве отрицательного контроля. Люциферазную активность (условные едини-

цы) выражали как отношение активности светлячковой люциферазы к люциферазе 

Renila, нормированной на количество клеток. Данные трех и более повторностей 

каждого эксперимента (каждый эксперимент с тремя репликами) приводили как 

среднее значение ± стандартное отклонение. Статистическую значимость разницы 

между средними определяли с помощью t-теста Стьюдента (p=95%) (Васильева, 

2007).    

3. Результаты и обсуждение 

 Гены LEP, CYP, ABCA9, GCG, TPI как гены-мишени 

На основании анализа in silico для дальнейшего исследования нами были вы-

браны гены LEP, CYP, ABCA9, GCG, TPI, продукты которых участвуют в физиоло-

гических процессах организма и обмене веществ — метаболизме. Биологическое 

значение этих процессов заключается в наработке энергии, которая обеспечивает 

функционирование организма и постоянство его внутренней среды. 

 Живой организм представляет собой пример ультрастабильной системы, кото-

рая осуществляет активный поиск наиболее оптимального и наиболее устойчивого 
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состояния, что выражается в адаптации, т. е. в удержании переменных показателей 

организма в физиологических пределах, несмотря на изменения условий существо-

вания (Горизонтов, 1976).  

Избыточный вес и ожирение влияют на качество и продолжительность жизни 

человека и вызывают дорогостоящие проблемы со здоровьем. Ожирение ассоции-

руется с рядом опасных для здоровья человека заболеваний, ведущих к преждевре-

менной смерти. К ним относятся гипертония, сердечно-сосудистые (Lavie et al., 

2009), онкологические заболевания (Reeves et al., 2007; Rodriguez et al., 2002), бо-

лезни почек, печени и сахарный диабет (Carbone et al., 2013; Chan et al., 1994). В 

последние годы выявлена связь между избыточным весом и нарушениями репро-

дуктивного здоровья у женщин (Barber et al., 2006; Arroyo et al., 1997; Dravecka et 

al., 2003), заболеваниями предстательной железы у мужчин (Frederickson et al., 

2008), повышенным риском появления детей с врожденными дефектами (Stothard 

et al., 2009). Во время беременности, у женщин обычно повышается потребление 

пищи, увеличивается жировая масса и наблюдается резистентность к инсулину. В 

последние годы увеличивается число женщин, у которых при беременности разви-

вается метаболический дисбаланс с различными последствиями, механизм которо-

го в основном не известен (Zampieri et al., 2015). Показано (Janjgava et al., 2014) , 

что низкие уровни тестостерона являются показателем развития в будущем диабета 

2 типа и метаболического синдрома у мужчин. Повышение физиологических уров-

ней тестостерона, как показывает исследование (Janjgava et al., 2014), играет важ-

ную роль в уменьшении осложнений диабета. С каждым годом эти заболевания 

молодеют во всем мире. Несмотря на обнаруженную связь между тяжелыми пато-

логиями и ожирением, молекулярные механизмы, участвующие в этих процессах, 
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плохо определены. (Nteeba et al., 2014). В большой степени это вызвано тем, что 

вес тела и энергетический баланс находятся под очень сложным контролем нерв-

ной, эндокринной и метаболической систем. С ожирением связано большое коли-

чество генов и вклад каждого гена низок. Например, самый высокий вклад для гена 

рецептора меланокортина 4 (MC4R) составляет 1 - 6% (Frederickson et al., 2008). 

Мутации в этом гене (до 6% людей с тяжелым ожирением, развивающимся с дет-

ства) приводят к недостаточности MC4R, что является самой распространенной 

причиной моногенного ожирения у человека. Сложность изучения вызвана еще и 

тем, что гены, участвующие в регуляции массы тела, участвуют также в регуляции 

других функций организма. Например, ген мю-опиоидного рецептора (OPRM1) 

участвует в получении удовольствия и процессах нарушения функций опорно-

двигательного аппарата (Hall et al., 2010). Бомбесин-подобные пептиды (BN) 

участвуют в регуляции широкого спектра эмоционального поведения, включая 

обучение, память и питание (Yamada et al., 2002). Исходя из этого, всестороннее 

изучение генов, участвующих в нарушении метаболических путей и путей исполь-

зования энергии, механизмов их регуляции, делающих совместный вклад в появле-

ние избыточного веса и ожирения, а также депрессии, диабета и других взаимосвя-

занных патологий, является одной из «горячих» проблем современной системной 

биологии и медицины. 

Многие невропатологические заболевания человека либо вызывают ожирение, 

либо находятся под его влиянием (Lee and Mattsonm, 2014). С повышенным уров-

нем лептина в плазме крови связаны различные сердечно-сосудистые патологии 

(Zeidan et al., 2003), на развитие которых влияет генетическая предрасположен-

ность, различные экологические факторы, такие как курение, питание и физическая 
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активность, и системные заболевания человека, такие как гипертония, сахарный 

диабет, ожирение, или заболевания щитовидной железы (Li et al., 2014). Во многих 

работах показано, что ожирение делает вклад в нарушение метаболизма, изменение 

гормонального фона и повышает чувствительность к воспалительным заболевани-

ям, которые согласованно действуя и способствуя друг другу, приводят к развитию 

диабета и различных невропатологий: эпилепсии, рассеянного склероза, болезни 

Альцгеймера и др. (Laughlin et al., 1997; Lee and Mattson, 2014). Сбалансированная 

энергия гомеостаза, как известно, зависит от нормального функционирования го-

ловного мозга, как главного регулятора обмена веществ, который объединяет пе-

риферийные и вегетативные сигналы и контролирует пищевое поведение (Lee and 

Mattson, 2014). 

Учитывая сложный характер комплексных заболеваний, в образование кото-

рых делает вклад лептин, информация, полученная на разных уровнях исследова-

ний, позволит в полной мере изучить особенности этих заболеваний, чтобы лучше 

понять их патогенез и определить новые мишени для лекарственной терапии. 

 

 

Ген LEP (Leptin)  

Открытие лептина и его участия во множестве различных процессов, связан-

ных с пищевым поведением человека, положило начало для понимания регуляции 

энергетического гомеостаза (Farooqi and O’Rahilly, 2014). Лептин – белок-мономер 

размером 16 kD, это пептидный гормон, активно секретируемый адипоцитами жи-

ровой ткани пропорционально ее массе. Рецессивные мутации в гене лептина свя-

заны с массовым ожирением у мышей и человека (Friedman, 2011). Лептин цирку-
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лирует в крови и действует на мозг, который регулирует потребление пищи и рас-

ход энергии. Когда масса жира падает, плазменный уровень лептина падает, сти-

мулируя аппетит и подавляя затраты энергии до тех пор, пока жировая масса не 

восстановится. Когда масса жира увеличивается, количество циркулирующего леп-

тина увеличивается, подавляя аппетит, пока вес не уменьшится (Friedman, 2011). 

Считалось, что лептин продуцируется главным образом в адипоцитах (Zhang et al., 

1994), но затем было показано, что лептин продуцируется также в желудке (Sobhani 

et al., 2000), сердце (Purdham et al., 2004) и плаценте (Masuzaki et al., 1997). Послед-

ние данные показали, что лептин не только модулирует массу тела, но выполняет и 

другие физиологические функции, в том числе, оказывает нормализующее влияние 

на сосудистый тонус и артериальное давление, стимуляцию ангиогенеза, кальци-

фикацию клеточных сосудов и др. (Zeidan et al., 2003; Purdham et al., 2004). Многи-

ми исследователями показана положительная корреляция между концентрациями 

циркулирующего лептина и давлением крови (Hall et al., 2010) повышение которо-

го инициирует развитие атеросклероза (Beltowski, 2008). 

Ген АВСА9. Транспорт различных молекул через липидные мембраны являет-

ся важной функцией всех живых организмов. К семейству транспортных белков 

АТФ- связывающей кассеты (AВС – AТР Binding Cassette) относятся белки, многие 

из которых переносят самые разные соединения: пептиды, холестерины и стерины, 

желчные кислоты, ретиноиды, ионы и сахара и т.д. (Dean, Allikmets, 2001). Мута-

ции в генах ABC вызывают различные заболевания, в том числе муковисцидоз, де-

генерацию желтого пятна Штаргардта, и нарушения метаболизма липопротеинов и 

липидов (Oram, Vaughan, 2006). Кроме того, продукты многих генов этого семей-

ства делают вклад в генетические и онкологические заболевания человека, участ-
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вуют в формировании лекарственной устойчивости (Dean, Allikmets, 2001). Гены, 

кодирующие АВС-белки, рассредоточены по всему геному и обладают высокой 

гомологией по аминокислотному составу среди всех эукариот. В 2002 г. было от-

крыто подсемейство белков-транспортеров АВСА9 макрофагов человека (Piehler et 

al., 2002). Анализ структуры генома показал, что ген АВСА9 состоит из 39 экзонов, 

занимающих область примерно в 85 тыс. п.о. на хромосоме 17q24.2 (Piehler et al., 

2002). Предполагается, что наряду с другими АВС-транспортерами, АВСА9 участ-

вует в гомеостазе липидов (Ye et al., 2008; Oram, Vaughan, 2006). В работе большой 

группы авторов (Hedditch et al., 2014) получены интересные и противоречивые ре-

зультаты о том, что высокие уровни экспрессии ABCA1, ABCA6, ABCA8 и ABCA9 в 

первичных опухолях статистически значимо ассоциированы со снижением выжи-

ваемости больных серозным раком яичников. При исследовании гена АВСА10, вы-

соко гомологичного генам АВСА9 и АВСА6, показано, что его экспрессия повыше-

на в опухолях нескольких типов, в том числе в фолликулярной лимфоме (Baecklund 

et al., 2014), и влияет на исход заболеваний. Hendig с коллегами (Hendig et al., 2010) 

показали экспрессию 37 генов транспортеров ABC в кожных фибробластах при 

эластической псевдосаркоме. Семь генов – ABCA6, ABCA9, ABCA10, ABCB5, 

ABCC2, ABCC9 и ABCD2 – были индуцированы, в то время как экспрессия одного 

гена, ABCA3, была снижена, по сравнению с контрольной группой, по крайней ме-

ре в 2 раза. 

Ген CYP2А6 (cytochrome P450). CYP2A6 является одним из участников систе-

мы цитохрома P450. Продукт этого гена, никотиноксидаза, участвует в активации 

проканцерогенов, детоксикации лекарств и формировании воспалительных реак-

ций клетки (Pelkonen et al., 2000). Известно (Minematsu et al., 2003), что структур-
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ные изменения в гене СУР2А6 могут быть ассоциированы с повышенной чувстви-

тельностью организма к патологическому влиянию табака, формируя генетическую 

компоненту в риске развития хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ) 

(социальное заболевание со сложным механизмом наследова-

ния, распространенность и смертность от которого продолжает расти во всем мире 

(Kokosov, 2002; Markewitz еt а1., 1999)).  

CYP2A6 фермент имеет несколько ограниченный активный сайт, принимая 

лишь несколько ксенобиотиков в качестве субстратов. Интерес у научной обще-

ственности к гену CYP2A6 значительно возрос после того, как никотино- и некото-

рые табачно-специфичные нитрозамины были созданы в качестве высокоаффин-

ных субстратов для этого фермента. В последнее время организация и структуры 

кластера генов CYP2A и несколько полиморфных аллелей гена CYP2A6 были оха-

рактеризованы. Были найдены два аллеля с точечной мутации и по крайней мере 

три различных типа делеции гена, ведущие к недостаточной функции гена. Часто-

ты этих аллелей значительно различаются среди различных этнических групп 

(Raunio et al., 2001). Было проведено несколько исследований, посвященных рас-

смотрению вопроса о взаимосвязи между статусом гена CYP2A6 и привычки к ку-

рению, а также роль CYP2A6 полиморфизмов в риск развития рака легких. Иссле-

дования на европейских популяциях не выявили каких-либо четких ассоциаций 

между вариантами CYP2A6  генотипов и курением или предрасположенностью к 

раку легких, на японской популяции, где был распространен вариант гена CYP2A6 

с обедненными метаболитами, была найдена связь между курением и раком легких 

(Shimada et al., 1996). 
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Интерес к вопросу изучения гена CYP2A6 у широкой общественности возник в 

2007 году с появлением статьи по анализу ассоциации SNPs CYP2A6 и курением 

(Waga et al., 2007). Так как  кумарин-7-гидроксилаза, продукт гена CYP2А6, участ-

вует во множестве метаболических реакций, перерабатывет различные лекарствен-

ные препараты, и даже никотин, его сложно привязать к какому-то определенному 

поведению, но авторы однако показали, что люди с одним из вариантов гена 

CYP2A6 (группа, названная «психологически открытой для всего нового»), чаще 

начинают курить, чем люди с другим вариантом этого гена. 

У пациентов, страдающих раком легких, был обнаружен полиморфизм в ТА-

ТА-боксе промотора гена CYP2A6 (-48 T>G). Замена -48 T>G разрушает ТАТА-

бокс гена главной никотиноксидазы (CYP2A6) (Pelkonen et al., 2000), и ассоцииру-

ется с повышенным риском возникновения воспалительных заболеваний и рака 

легких у курильщиков - сродство TСБ/TATA снижается в 4.7 раза.  

Ген GCG.  

По бигормональной гипотезе R. Unger 1975 г. в регулиции углеводного обмена 

ключевыми являются гормоны инсулин и глюкагон (Петунина и др., 2013). Основ-

ным продуктом гена GCG является глюкагон, который участвует в нескольких эта-

пах метаболизма и представляет собой пептидный гормон, произведенный альфа-

клетками эндокринной части поджелудочной железы, также экспрессия глюкагона 

возможна и в L-клетках кишечника, и в специфических областях головного мозга. 

Вначале сигнальный пептид отщепляется от препроглюкагона (это предшествен-

ник для образования пептидов, включая глюкагон, глюкагонподобные пептиды 1 и 

2). Глюкагон экспрессируется для повышения концентрации глюкозы в крови. Его 

действие противоположно действию инсулина, который снижает уровень глюкозы.  
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Поджелудочная железа выделяет глюкагон, когда концентрация глюкозы в 

крови падает слишком низко. Глюкагон способствует преобразованию гликогена в 

глюкозу, которая высвобождается в кровоток. Высокий уровень глюкозы в крови 

стимулирует высвобождение инсулина. Инсулин приводит к снижению глюкозы и 

используется в инсулин зависимых тканях. Таким образом, глюкагон и инсулин яв-

ляются частью системы обратной связи, которая держит уровни глюкозы в крови 

на стабильном уровне. Это увеличивает расход энергии и повышается в условиях 

стресса. Глюкагон принадлежит к семейству нескольких других родственных гор-

монов. 

Существуют генетические маркеры (Мохорт и др., 2013), определяющие риск 

развития сахарного диабета II типа (80-90% от общего количества пациентов с диа-

гнозом «Диабет»). Среди них есть точечные мутации 2-ого экзона гена рецептора 

глюкагона, приводящие к нарушению секреции глюкагона (повышение).  

Ген глюкагон (GCG), кодирует несколько гормонов, важных для энергетиче-

ского обмена: глюкагон, оксинтомодулин и глюкагон-подобный пептид (GLP) -1 и 

-2. SNPs в GCG могут ассоциироваться с сахарным диабетом 2 типа, ожирением 

и/или связанными с ним признаками нарушения обмена веществ.  

Существует множество описанных примеров SNPs гена GCG, вклад их разли-

чен, но как правило включаются компенсаторные механизмы организма, нивели-

рующие возникающие проявления. Самым ярким из описанных полиморфизмов в 

некодирующей зоне гена GCG является SNP rs4664447, расположенный в интроне 

(сайт сращивания энхансера) (Torekov et al., 2011). В данном исследовании изучали 

гомозиготных носителей G аллеля rs4664447, что проявлялось в несколько изме-

ненных свойствах обмена веществ. Гомозиготные носители имели ~50% от уровня 
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инсулина в сыворотке крови и самый низкий уровень глюкозы в плазме крови по 

сравнению с носителями здорового аллеля. Такая замена уменьшила экспрессию 

GCG в результате ошибок сплайсинга, что привело к снижению циркулирующих 

уровней глюкагона и GLP-1. Но при этом у носителей GG инсулиновая реакция 

была адекватной на уровень чувствительности к инсулину, что указывает на нор-

мальную функцию бета-клеток с нераспределенной способностью адаптироваться 

к изменениям в чувствительности к инсулину. Такую интерпретацию данных соот-

носят с отсутствием ассоциации полиморфизма с сахарным диабетом II типа. Ско-

рее всего, низкий уровень инсулина в сыворотке у гомозиготных носителей можно 

рассматривать как компенсаторный механизм при низком уровне глюкагона. Дей-

ствительно, было показано, что эндогенно введенный глюкагон может запустить 

образование цАМФ в бета-клетках и тем самым секрецию инсулина (Pipeleers et al., 

1985). Низкий уровень глюкозы в плазме крови можно также непосредственно объ-

яснить снижением уровня циркулирующего глюкагона, что вызывает уменьшение 

гликогенолиза и глюконеогенеза. В соответствии с этой концепцией, мыши, нока-

утные по GCG, показывают более низкое содержание глюкозы в крови и снижен-

ный уровень инсулина в сыворотке крови, а также более высокую чувствитель-

ность к инсулину, по сравнению с мышами дикого типа (Hayashi et al., 2009).  

Ген триозофосфатизомеразы (TPI) экспрессируется во всех типах клеток и 

относится к генам «домашнего хозяйства» (Brown et al., 1985). Во всех тканях че-

ловека обнаружены множественные электрофоретические и хроматографические 

формы TPI, но все они кодируются одним геном и являются результатом пост-

трансляционных модификаций белка (Brown et al., 1985). Молекулярная характе-

ристика аллелей афроамериканцев и европеоидов (Watanabe et al., 1996) позволила 
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обнаружить SNP (-24Т>G) в ТАТА-бокс-подобной последовательности, располо-

женной на расстоянии 24 пн от старта транскрипции. У людей с мутацией в промо-

торе TPI наблюдается недостаток мРНК, активность фермента составляет 2-10% от 

нормы, для пациентов характерны нервномышечные расстройства и гемолитиче-

ская анемия (Watanabe et al., 1996). Кроме того, недавно показано (Wang et al., 

2008), что триозофосфатизомераза при раке желудка может превращать устойчи-

вые к лекарствам клетки в чувствительные, что улучшает прогноз лечения при хи-

миотерапии и делает фермент кандидатной мишенью при разработке новых препа-

ратов для лечения рака желудка.  

 

Во многих работах показано, что SNPs регуляторных областей генов и, в част-

ности, ТАТА-боксов промоторов, являются причиной возникновения таких моно-

генных заболеваний, как бэта-талассемии разной тяжести, синдром Gilbert, коппок-

подобная катаракта и др. (Savinkova et al., 2009). SNPs ТАТА-боксов также делают 

вклад в повышение риска возникновения различных комплексных заболеваний че-

ловека (неврологические и мышечные нарушения, онкологические заболевания, 

гипертония и др.). Все эти нарушения возникают в результате изменения уровней 

экспрессии генов и количества синтезируемого белкового продукта, ассоциирован-

ных с присутствием SNPs в кор-промоторах, включающих ТАТА-боксы. 

3.1. Определение кинетических характеристик комплексов ТСБ/ТАТА 

анцестральных и минорных аллелей с помощью метода EMSA    

 В работе были определены скорости образования и распада  (ka и  kd, соответ-

ственно) комплексов образованных ТСБ и ODN   для референсного и анцестраль-
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ных аллелей изучаемых генов – Таблица 6. А также из полученных значений опре-

делены времена полураспада комплексов и изменение энергии Гиббса, характери-

зующее возможность спонтанного протекания реакции взаимодействия ТСБ/ТАТА. 

 

Таблица 6. Кинетические характеристики взаимодействия ТСБ/ОДН (опреде-

ление констант связывания (ka) и диссоциации (kd) комплексов ОДН/ТСБ) для  ре-

ференсных генов (Hg 19) и минорных аллелей.    

Г
Ген 

5’-3’ нить 
ДНК, 26 п.о. 

Норма (Hg 
19)/SNP 

ka(M
-1

c
-1

) kd(c
-1

) -ΔG 
(kcal/mol) 

t1/2 мин 

 ТАТА-бокс      

LEP gcTATAAGag Hg 19 (2.4±0.6)*10
3
 (1.8±0.6)*10

-

4
 9.71±0.9 64.17±13 

 acTATAAGag -38G>A 

rs200487063 

 

(3.5±0.5)*10
3
  

(1.5±0.2)*10
-

4
 

10.04±1 77±16 

 gcTATAAGtg -30G>T 

rs34104384 

 

(1.1±0.2)*10
4
  

(8±1)*10
-4

 

9.73±1 14.44±3 

 gcTGTAAGag -35A>G 

rs201381696 

 

(5.6±0.8)*10
3 

 

(1.3±0.2)*10
-

3
 

9.04±0.9 88.85±21 

ABCA9 aTATACAAat Hg 19  

(7±1)*10
3
  

(4.6±0.8)*10
-

4
 

9.79±0.8 25.11±7 

 aaTATGCAAa -37A>G 

rs367781716 

 

(2.9±0.4)*10
3
  

(4.9±0.7)*10
-

4
 

9.23±1.2 23.57±7 

       

GCG ttTATATACtc Hg 19 (7±1)*10
4
 (5±1)*10

-4
 11.1-±1 23.1±5 

 ttTATACACt -41T>C 

rs183433761 

(3±1)*10
4
 (6±1)*10

-4
 

10.5±0.9 19.25±4 

TPI tcTATATAAg 

 

Hg 19 (2.0±0.1)*10 
5
 

(6.8±0.8)*10
-

4
 

11.5±0.9 16.98±3 

 tcTATAGAAgt 

 

-24T>G  
rs1800202 

(4.6±0.5)*10 
3
 

(4.9±0.6)*10
-

4
 

9.4±1.3 23.57±3 

CYP2A6 gTATAAAGg Hg 19 (3.0±0.3)*10
4
 (7±1)*10

-4
 10.4±1 16.5±3 

 gTAGAAAGg -34T>G 

rs28399433 

(2.2±0.3)*10
3
 (2.1±0.5)*10

-

4
 

9.57±1.1 55±13 
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LEP. В Табл. 6 представлены значения ka и kd, характеризующие скорости об-

разования и распада комплексов ТСБ с ТАТА-боксом в норме и при содержании 

SNPs, ассоциированных с нарушением липидного обмена. В Таблице 6  также 

представлены рассчитанные значения KD, характеризующие аффинность ТСБ к 

ОДН и времена полураспада комплексов, характеризующие их прочность. Из ре-

зультатов, представленных в Таблице 6, видно, что сделанные прогнозы влияния 

SNPs на сродство ТСБ/ТАТА, подтверждены экспериментально. Полученные экс-

периментальные значения -lnKD и ∆ хорошо согласуются с прогнозами. Из пред-

ставленных результатов можно видеть, что SNP -38G>А в кор-промоторе гена LEP 

приводит к увеличению скорости образования комплексов ТСБ/ТАТА на 50%, SNP 

-30G>T приводит к увеличению скорости образования комплексов почти в 5 раз, а 

SNP -35A>G – к увеличению в 24 раза. 

Скорость распада комплексов для -38G>A повысилась на 20%, для -30A>T 

уменьшилась в 4.4 раза, а для -35A>G повысилась в 14 раз. Аффинность (KD) ТСБ к 

ODNs с SNP -38G>A увеличилась на 50%, с SNP -30A>T (рис. 15) - увеличилась 

примерно на 12%, а для SNP -35A>G аффинность снизилась в 2.8 раза (для WT KD 

= 80 nM, а для SNP -35A>G = 230 nM). При этом минимальное время полу-жизни 

комплексов, 8.9 мин, наблюдалось для SNP -35A>G, что вызвано увеличением ско-

рости их распада в 14 раз относительно нормы и очень низкой аффинностью. Сле-

дует отметить, что SNP -38G>A и SNP -30A>T, расположены во фланках ТАТА-

бокса, и только SNP -35A>G вносит изменение в последовательность самого ТА-

ТА-бокса, что и приводит к снижению аффинности до 230 nM. Ранее (Savinkova et 

al., 2013) мы показали, что SNP -21C>T, расположенный во фланке ТАТА-элемента 

промотора гена тканевого фактора (TF), приводит к увеличению аффинности в 2.7 
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раза. Ген TF экспрессируется в сосудистой стенке и при нарушении ее целостности 

активирует процессы коагуляции. Увеличение аффинности ТСБ/ТАТА приводит 

затем к увеличению экспрессии гена и повышению риска возникновения тромбо-

флебита и инфаркта миокарда (Arnaud et al., 2000). Как видно из Табл. 6, самое 

большое увеличение скорости образования и распада комплексов ТСБ/ТАТА 

наблюдается для SNP -35A>G (в 24 раза и 14 раз, соответственно), вносящего из-

менение в последовательность ТАТА-бокса и заменяющего самый консервативный 

«А» на «G» (Caron et al., 1991). Это приводит к падению аффинности практически 

до неспецифического уровня (230 nM) и уменьшению времени жизни комплексов 

более чем в 7 раз, что ассоциируется с ожирением и сопутствующей гипертонией. 

Следует отметить, что такие низкие значения аффинности ТСБ/ТАТА мы наблю-

дали и ранее (Savinkova et al., 2013): SNP -29A>G ТАТА-бокса промотора гена β-

глобина приводил к еще большему снижению занчения KD - до 390 nM, что ассо-

циировалось с клинически доказанной β-талассемией, имеющей различную тя-

жесть у разных людей. 

 

Рисунок 15. Измерение кинетических параметров взаимодействия ТСБ с SNP-

содержащим ТАТА-боксом гена LEP человека. 

 

TBP-ODN 
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Количественные изменения экспрессии генов, вызываемые полиморфизмами в 

регуляторных районах генов, играют важную роль в восприимчивости человека к 

различным заболеваниям, условиям окружающей среды и лекарственной терапии. 

Исследования многих лабораторий направлены на выяснение того, как эти измене-

ния последовательности ДНК реализуются на молекулярном уровне. Мы экспери-

ментально показали, что влияние SNPs, ассоциированных с повышенным риском 

возникновения ожирения и сопутствующих ему патологий, на взаимодействие ТСБ 

с ТАТА-боксами, приводящее к изменению аффинности взаимодействия 

ТСБ/ТАТА на молекулярном уровне реализуется через изменение скоростей обра-

зования и распада комплексов ТСБ/ТАТА. 

 

Ген АВСА9. Экспериментальные оценки изменения кинетических характери-

стик связывания ТСБ с промотором референсного и минорного аллелей гена 

ABCA9 представлены в таблице, в которой показано, что скорость образования, ka, 

комплекса ТСБ с минорным вариантом ТАТА-бокса снижается в 2,4 раза, тогда как 

скорость его распада, kd, определяющая время полужизни (t1/2) этого комплекса, 

изменяется незначительно: c 25 мин в норме (референсный аллель) до 23,6 мин для 

минорного аллеля. В свою очередь, свободная энергия Гиббса (∆G), которая харак-

теризует спонтанное протекание реакции взаимодействия ТСБ с промотором гена 

ABCA9 человека, уменьшается для минорного аллеля и свидетельствует о дестаби-

лизации комплекса ТСБ с этим промотором вследствие ухудшения последователь-

ности ТАТА-бокса и снижения сродства между ними.  

В качестве экспериментальной проверки этого потенциально кандидатного 

SNP-маркера были измерены методом гель-ретардации (EMSA) скорости образо-
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вания (ka) и распада (kd) комплексов ТСБ с олигонуклеотидами, идентичными ал-

лелям –37Т (норма) и –37C (недостаток синтеза белка гена АВСА9). Установлено, 

что константа скорости образования комплексов, ka, в 2,4 раза ниже нормы. Про-

гноз с помощью Web-сервиса SNP_ТАТА_Comparator (Рассказов и др., 2013) отно-

сительного изменения кажущейся константы диссоциации (KD = kd/ka) и экспери-

ментальное значение этой величины совпали в пределах точности эксперимента и 

расчетов. В работе также измерены время полураспада и свободная энергия Гиббса 

комплекса ТСБ с промотором АВСА9, в контексте которых обсуждаются в послед-

ней главе вероятностные фенотипические проявления SNP-маркера rs367781716. 

Ген GCG. Влияние SNP -41T>C (rs183433761) гена GCG на взаимодействие 

ТСБ с ТАТА-боксами, приводит к изменению аффинности взаимодействия 

ТСБ/ТАТА и происходит это через изменение скоростей образования и распада 

комплексов ТСБ/ТАТА. Экспериментально измеренная скорость образования ком-

плекса падает в 2,3 раза, а скорость распада комплекса возрастает в 1,2 раза. Полу-

чается, что комплексы ТСБ/ТАТА при наличии полиморфизма образуются медлен-

нее и распадаются быстрее, чем при нормальном аллеле. Из этого заключения 

вполне ожидаемо, что время жизни комплексов должно уменьшится, что и пред-

ставлено из экспериментально полученных расчетов – время полужизни комплек-

сов ТСБ/ТАТА при замене -41T>C гена GCG уменьшается в 1,2 раза, в абсолютном 

значении с 23 до 19 минут. А изменение свободной энергии Гиббса (-∆G), которая 

характеризует спонтанное протекание реакции взаимодействия ТСБ с ТАТА-

содержащим ОДН, уменьшается для минорного аллеля c 11,1 до 10,5 ккал/моль, 

что свидетельствует о дестабилизации комплекса ТСБ с таким ОДН, так как изме-
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няется в худшую сторону последовательность ТАТА-бокса, что и ведет к сниже-

нию сродства ТСБ/ТАТА.  

Ген TPI. SNP -24Т>G в ТАТА-боксе гена TPI (Watanabe et al., 1996), приводит 

к 43-кратному уменьшению скорости ассоциации ТСБ/ТАТА и небольшому сни-

жению (на 30%) скорости диссоциации. Период полураспада комплексов возраста-

ет в 1,4 раза. Когда TATA-бокс не изменен, период полураспада составляет 17 ми-

нут, а при наличии SNP в ТАТА-боксе период полураспада составляет 23 мин. Эта 

мутация приводит к уменьшению -ΔG0 на 2,1 ккал/моль. Существуют люди с де-

фицитом по TPI, имеющие недостаток мРНК, у них активность фермента в эритро-

цитах и других клетках было 2-10% от нормы; пациенты имели неврологические и 

мышечные расстройства и гемолитическую анемию. Наблюдались и другие носи-

тели гетерозиготных аллелей, которые имели умеренное снижение активности TPI 

в естественных условиях на 26-50% (Watanabe et al., 1996). Было показано, что SNP 

-24Т>G  (очень редко встречается, его распространенность составляет менее 1%) 

(Patikoglou и др., 1999), приводит к самым значительным связанным с ним рас-

стройствам - 43-кратное снижение скорости ассоциации ТСБ/ТАТА и наибольшее 

снижение сродства среди всей рассмотренной группы генов. При таком уменьше-

нии, вероятность образования комплекса понижается. Скорости диссоциации 

уменьшается в 1,4 раза, а период полураспада комплексов возрастает в 1,4 раза. 

Как видно из Таблицы 6, объединение ТСБ с одним из очень хороших последова-

тельностей ТАТА-бокс, ТАТАТА, в котором пятый "Т" заменяется на "G", сопро-

вождается наибольшим уменьшением свободной энергии связывания для рассмот-

ренной группы генов, на 2,1 ккал/моль. Вполне возможно, что эта энергия исполь-
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зуется для введения конформационных изменений и укрепления низкоаффинных 

ТСБ/ТАТА комплексов. 

 Ген CYP2A6. В гене CYP2A6 при замене -34T>G rs28399433 падают скорости 

и ассоциации комплекса ТСБ/ТАТА (в 13,6 раза) и диссоциации его (в 3,5 раз). Из 

уменьшения скорости ассоциации ТСБ/ТАТА с 30 до 2,2 М
-1

с
-1

 получается, что 

комплексы образуются медленнее, но дольше взаимодействуют. При практически 

неизменной свободной энергии время полужизни комплекса увеличивается в 3,33 

раза. Хочется обратить внимание, что снижение аффинности в данном случае (KD 

увеличивается в 4 раза с 25 до 100 нМ) также как и в полиморфизме гена TPI при-

водит к увеличению жизни комплекса ТСБ/ТАТА. Если механизм происходящего 

процесса схож, то можно ожидать что в случае  -34T>G rs28399433 гена CYP2A6 

будет снижение мРНК и появление соответствующих фенотипических признаков. 

 

Анализируя уравнение свободной энергии системы Гиббса, становится понят-

ным, что, так как внутренняя энергия и энтальпия, с одной стороны, и энтропия - с 

другой являются функциями состояния системы, то и свободная энергия является 

функцией состояния системы. В нашем случае происходит при рассматриваемых 

полиморфизмах в генах ABCA9, GCG, TPI, CYP2A6 и rs201381696 гена LEP изме-

нение свободной энергии Гиббса в сторону уменьшения предпочтения в протека-

нии реакции по кинетическим причинам из-за увеличения энтальпии на проведение 

реакции взаимодействия ТСБ/ТАТА. В случаях rs200487063 и rs34104384 гена LEP 

изменения свободной энергии реакции взаимодействия ТСБ/ТАТА происходит из-

за увеличения энтропии системы. 
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Количественные изменения в экспрессии генов, вызванные наличием поли-

морфизмов в регуляторных областях играют важную роль в человеческой воспри-

имчивости к различным заболеваниям, условиям окружающей среды и лекарствен-

ной терапии. Впервые в нашем секторе было экспериментально показано, что по-

следствия полиморфизмов, связанных с повышенным риском развития различных 

наследственных патологий человека, реализуются через взаимодействие между 

ТСБ и ТАТА-боксом, что на молекулярном уровне происходит через изменения 

скоростей ассоциации/диссоциации в связывании ТСБ/ТАТА (Drachkova et al., 

2014). Значения свободной энергии Гиббса были отрицательными, указывая, что 

ТСБ/ТАТА связывание было спонтанным. Поскольку ТСБ/ТАТА связывание про-

исходит при самых стандартных условиях реакции, при той же температуре, сни-

жение ΔG0 значения указывают, что ТСБ/ТАТА комплекс дестабилизируется при 

наличии SNPs. 

Хорошее согласие между значениями KD, характеризующими сродство 

ТСБ/ТАТА, полученные в условиях равновесия (Savinkova et al., 2013) и выведен-

ные из кинетических констант, позволяют предположить, что кинетические пара-

метры взаимодействия между ТСБ и ТАТА-содержащими ODN, были определены 

правильно. Все полученные характеристики взаимодействия ТСБ/ТАТА находятся 

в пределах диапазона значений, характерных для ТСБ/ТАТА взаимодействий. 

Очевидно, что ТСБ связывается с консенсусным и полиморфными вариантами 

TATA-бокса in vivo и in vitro при различных условиях, с разными TAFs и тран-

скрипционными факторами. Тем не менее, зная корреляцию между степенью 

(Drachkova et al., 2014) изменения скоростей ассоциации и диссоциации комплек-

сов ТСБ и SNP-содержащих ТАТА-боксов in vitro, а также степенью тяжести со-
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путствующих заболеваний, мы можем прогнозировать вклад изучаемого SNP, еще 

не ассоциированного с конкретным заболеванием, в систему, где исследуемый ген 

наиболее ярко выражен. Это свидетельствует о том, что полученные результаты 

адекватно отображают молекулярные взаимодействия, происходящие в живом ор-

ганизме. 

3.2. Анализ термодинамических характеристик комплексов 

ТСБ/ТАТА анцестральных и минорных аллелей 

Табл. 7. Экспериментальная верификация прогнозируемых in silico значений 

сродства (KD) ТСБ/ОДН и влияние на него верифицированных SNPs. 

   5’-3’ нить ДНК, 26 п.о.         Прогноз Эксперимент 

hg19   
Аллель (WT, 

rs) 
-

ln[KD] 
δ KD, nM 

-
ln[KD] 

δ 

LEP atcgggccgcTATAAGaggggcgggc WT 19.43   80±20 16.34   

  atcgggccacTATAAGaggggcgggc 
-38G>A 

19.85 0.42 40±10 17.03 0.69 

rs200487063 

  atcgggccgcTATAAGtggggcgggc 
-30A>T 

19.7 0.27 70±20 16.47 0.13 

rs34104384 

  atcgggccgcTGTAAGaggggcgggc 
-35A>G 

18.22 
-
1.21 

230±10 15.29 
-
1.05 

rs201381696 

ABCA9 gctcagaaaTATACAAataattgcaa WT 19.66   70±20 16.47   

  gctcagaaaTATGCAAataattgcaa 

-37A>G 

18.73 
-
0.93 

170±30 15.59 
-
0.88 rs367781716 

GCG cactgctttTATATACtctccagctc WT 20.89   8±2 18.64   

  cactgctttTATACACtctccagctc 
-41T>C 

20.28 
-
0.61 

18±4 17.83 
-
0.81 

rs183433761 

CYP2A6 tttcaggcagTATAAAGgcaaaccac WT 20.03   25±4 17.5   

  tttcaggcagTAGAAAGgcaaaccac -34T>G 18.53 -1.5 100±30 16.12 -
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rs28399433 
1.38 

TPI cgcggcgctcTATATAAgtgggcagt WT 20.11   3±0.3 19.62   

  cgcggcgctcTATAGAAgtgggcagt 
-24T>G 

19.08 
-
1.03 

21±4 17.68 
-
1.94 

rs1800202 

r  = 0.57 r = 0.89 

α<0.05 α <0.005 

 

В Табл. 7 приведены количественные прогнозы (ln KD)  сродства ТСБ/ТАТА  

анцестральных аллелей  и величина их изменений (δ) относительно референсного 

аллеля. В таблице также приведены экспериментально полученные значения срод-

ства ТСБ/ТАТА и его изменений (δ). Как  можно видеть их таблицы, наблюдается 

достаточно высокое соответствие прогнозов и экспериментальных данных.  Коэф-

фициент линейной  корреляции (r = 0.89). 

Мы определили in silico все неаннотированные SNPs промотора гена лептина 

(LEP) человека, полученные в результате выполнения проекта 1000 Genomes 

project (Colonna et al., 2014). Поиск проводился в районе от [-20 до -70] от старта 

транскрипции, где располагаются все экспериментально определенные ТАТА-

боксы. Мы обнаружили SNP маркер дефицита лептина, rs201381696, который был 

клинически связан с индуцированным диетой ожирением и стеатозом (Lee, 

Mattson, 2014; Zhang et al., 2015), и два предполагаемых SNPs rs200487063 и 

rs34104384, для избытка лептина, которые коррелируют с индуцированной ожире-

нием гипертонией, что было определено ранее (Tümer и др 2007; Beltowski, 2008). 

Экспериментально мы показали, что сродство (KD) ТСБ к промотору референсного 

гена равнялось 80 нМ. В случае аллеля -35A>G (rs201381696), сродство было ниже 

почти в 3 раза, KD = 230 нМ. Оно надежно (Z = 17, α <10-7) указывает на дефицит 
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лептина у носителей этого SNP. Величина сродства ТСБ в случае аллелей -38G>A 

(rs200487063) и -30A>T (rs34104384), была выше на 50% и 11 %, соответственно. В 

последнем случае разница находится на границе достоверности.  

Экспериментально охарактеризован, не ассоциированный с каким-либо нару-

шением здоровья человека, SNP rs367781716, –37A>G, промотора к альтернатив-

ному старту транскрипции в позиции chr17:66985252 (минус-цепь) гена АВСА9, ко-

торый был детектирован экспериментально (Piehler et al., 2002), но не был до сих 

пор документирован в базе данных GENECODE v.19 (Harrow et al., 2012). С помо-

щью Web-сервиса (Рассказов и др., 2013) было предсказано для этого SNP 

rs367781716 достоверное снижение сродства ТСБ к промотору. Полученный с по-

мощью Web-сервиса  прогноз относительного изменения в 2,4 раза кажущейся рав-

новесной константы диссоциации KD комплекса ТСБ с минорным аллелем –37G 

промотора гена АВСА9 приведен в Таблице 7. Данные независимых опытов in vitro 

и in vivo (Pugh, 2000; Stewart, Stargell, 2001; Mogno et al., 2010) указывают на то, что 

такому снижению сродства ТСБ/промотор соответствует недостаточность у па-

циента-носителя аллеля –37A>G продукта АВСА9, транспортера АТР - связываю-

щей кассеты A9. В свою очередь, этот in silico прогноз риска недостаточности экс-

прессии транспортера, предположительно участвующего в липидном гомеостазе, в 

случае аллеля –37A>G позволяет предположить rs367781716 в качестве кандидат-

ного SNP-маркера для нарушений липидного обмена.  

Охарактеризован экспериментально SNP rs183433761, –41T>C, промотора к 

альтернативному старту транскрипции в позиции chr2:162152278 гена GCG. Полу-

ченный в результате выполнения проекта 1000 Genomes project SNP,  - полимор-

физм был охарактеризован in silico с помощью того же Web-сервиса, и показал на 
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уменьшение сродства (δ = -0.61) между ТСБ и ТАТА-боксом при его наличии. От-

носительное изменение кажущейся равновесной константы диссоциации KD (KD  

возросла с 8 до 18 нМ) комплекса ТСБ с минорным аллелем –41C промотора гена 

GCG в 2,25 раза – также свидетельствует о снижении сродства (δ = -0.81). Такое 

изменение предположительно может внести вклад в снижение экспрессии глюка-

гона и, как следствие, - к нерегулируемому и  не постоянному уровню концентра-

ции глюкозы в крови.  

Полиморфизм -34T>G  rs28399433 в ТАТА-боксе гена CYP2А6 из системы ци-

тохрома P450, найденный в проектах 1000 геномов, ExAC и GO-ESP, привел к су-

щественному снижению сродства ТСБ/ТАТА в 4 раза (KD  возросло с 25 до 100 

нМ), что было весьма ожидаемо исходя из биоинформатических прогнозов (δ = -

1.5). Экспериментальная  δ = -1.38 указывает на существенное ухудшение сродства, 

что в дальнейшем можно будет использовать для маркирования замены. Так как 

рядом с исследуемой заменой -34T>G расположен уже описанный полиморфизм  (-

48 T>G) (Pelkonen et al., 2000), приводящий к снижению сродства TСБ/TATA в тех 

же порядках - в 4.7 раза, то можно предполагать, что исследуемая замена -34T>G 

будет также вносить вклад в разрушение ТАТА-бокса гена главной никотиноксида-

зы и ассоциироваться с повышенным риском возникновения воспалительных забо-

леваний и рака легких.   

Замена -24T>G  rs1800202 в гене TPI приводит к снижению сродства в 7 раз 

(KD  возросла с 3 до 21 нМ), при прогнозируемом δ = -1.03 против эксперименталь-

ного δ = -1.94. Такое резкое ухудшение сродства обращает внимание на последова-

тельность ОДН и замену в ней с целью дальнейшего исследовательского модели-

рования, и способствует закреплению такого полиморфизма именно в таком окру-
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жении в качестве маркера. Так как фермент триозофосфатизомераза относится к 

«генам домашнего хозяйства» и участвует в гликолитическом пути, то логично 

ожидать, что нарушение метаболизма триозофосфатов может привести к избыточ-

ной продукции метаболитов  гликолиза. Нарушения в ТАТА-боксе гена триозо-

фосфатизомеразы приводят к снижению мРНК и появлению некоторых болезней 

(Watanabe et al., 1996).  

Анализируя Таблицу 7 прогнозируемых in silico значений сродства KD 

ТСБ/ОДН и KD, полученных экспериментально, можно увидеть, что эксперимен-

тальная оценка величины KD совпала с прогнозом in silico в пределах точности ис-

пользуемых расчетов и измерений: δ, характеризующая изменение значения –lnKD 

комплексов ТСБ с референсным и минорным аллелями, равна значимым величи-

нам по прогнозу и в результате экспериментальной верификации. Это означает, что 

с использованием двух тест-систем, in silico и in vitro, было установлено, что неан-

нотированные ранее рассматриваеамые SNPs достоверно нарушают связывание 

ТСБ с промоторами генов человека на одном из первых этапов инициации тран-

скрипции этих генов (Ponomarenko et al., 2013a, b). Согласно результатам незави-

симых опытов in vitro и in vivo (Pugh, 2000; Stewart, Stargell, 2001; Mogno et al., 

2010), такому изменению сродства ТСБ к промотору соотвествующего гена у паци-

ента, «маркированного» изучаемым аллелем – соответствует недостаточность либо 

избыток кодируемого этим геном белка. 
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3.3. Определение в режиме реального времени кинетических харак-

теристик комплексов ТСБ с ТАТА-содержащими олигонуклеотидами, 

методами остановленной струи и резонансного переноса энергии 

Связывание ТСБ с олигонуклеотидами, мечеными флуорофорами Cy3 и Cy5. 

Используя рекомбинантный ТСБ человека и флуоресцентно меченные FRET-парой 

флуорофоров Cy3- и Cy5-дуплексы, идентичные ТАТА-боксу промотора гена трио-

зофосфатизомеразы (TPI)  здорового человека и ТАТА-боксу, содержащему SNP -

24T>G, методом «остановленной струи» в режиме реального времени исследован 

механизм процесса образования комплекса ТСБ/ТАТА. Впервые показано, что об-

разование комплексов ТСБ с нормальным ТАТА-боксом происходит в 5.5 раза 

быстрее, а диссоциация – в 31 раз медленнее, чем в случае ТАТА-бокса, содержа-

щего SNP. Для промотора гена TPI дикого типа требуются меньшие концентрации 

ТСБ, чем для SNP-содержащего ТАТА-бокса, ассоциированного с неврологиче-

скими и мышечными нарушениями, кардиомиопатией и другими заболеваниями. 

Из полученных результатов следует, что ТСБ при образовании комплекса одно-

временно связывает и изгибает ДНК (Arkova et al., 2014).   

Кинетика связывания ДНК-дуплексов с TСБ, представленная на Рис. 16 и 17, 

свидетельствует о том, что образование комплекса TСБ/TATA приводит к росту 

интенсивности флуоресценции Сy5. Рост интенсивности FRET-сигнала обусловлен 

изгибанием ДНК-дуплекса в комплексе с TСБ, за счет чего происходит сближение 

остатков флуорофоров Сy3 и Сy5. Анализ кинетических кривых ДНК-дуплексов 

показал, что изгибание дуплекса, содержащего ТАТА-бокс дикого типа, происхо-

дит при меньших концентрациях TСБ, чем в случае аллеля G ТАТА-бокса (Рис. 16 

и Рис. 17). На основании полученных данных нами предложен кинетический меха-
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низм связывания ТСБ с нормальным ТАТА-боксом гена TPI и с ТАТА-боксом, со-

держащим SNP, описываемый одностадийной схемой: 

ТСБ + ТАТА <=> ТСБ/ТАТА 

 

Рис. 16. Кинетика связывания и изгибания 

ДНК-дуплекса, идентичного последова-

тельности ТАТА-бокса гена TPI дикого 

типа (Arkova et al., 2014). 

Рис. 17. Кинетика связывания и изгибания 

ДНК-дуплекса, идентичного последова-

тельности содержащего SNP ТАТА-бокса 

промотора гена TPI. (Arkova et al., 2014). 

 

Константы скоростей прямой и обратной реакции представлены в Таблице 8. 

Видно, что образование комплексов TСБ с ТАТА-боксом дикого типа происходит в 

5.5 раза быстрее (1.1×10
6
 M

-1
c

-1
), чем с аллелем G (0.2×10

6 
M

 -1
c

-1
), а диссоциация 

комплексов TСБ/ТАТА – в 31 раз медленнее (2.8×10
-3

 c
-1

 у дикого типа и 8.9×10
-2

c
-1

 

в случае аллеля G). Необходимо отметить, что подобное различие в константах 

скорости образования и распада комплекса TСБ/TATA приводит к отличию значе-

ний равновесных констант диссоциации в 150 раз (2.7×10
-9

 М в норме и 0.4×10
-6

 М 

при наличии мутации). Различие в значениях констант диссоциации (KD) между 

нормальным и SNP-содержащим ТАТА-боксом говорит о резком снижении аф-

финности TСБ к олигонуклеотидам с измененным ТАТА-боксом. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что возникшая в ТАТА-боксе G/C-

пара делает структуру ДНК более жесткой, что затрудняет связывание ТАТА-бокса 
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с ТСБ и образование функционального комплекса, имеющего оптимальную кон-

формацию. Из этого следует, что in vivo ген триозофосфатизомеразы, содержащий 

SNP -24t>G в ТАТА-боксе, транскрибируется и экспрессируется менее эффектив-

но. Эти результаты подтверждены клинически (Watanabe et al., 1996). 

Сравнение полученных нами и опубликованных данных (Watanabe et al., 1996; 

Humphries et al., 1999) показывает, что уменьшение в 150 раз сродства ТСБ к SNP-

содержащему ТАТА-боксу промотора TPI приводит к повышению риска развития 

ряда заболеваний, связанных с недостатком триозофосфатизомеразы. Вероятно, 

недостаток TPI может компенсироваться другими путями (например, в пентозо-

фосфатном цикле), что следует из различий в реакции больных на недостаток TPI в 

организме (Watanabe et al., 1996; Chang et al., 1993). Несмотря на то, что сродство 

ТСБ к SNP-содержащему TATA-боксу промотора гена TPI снижено в 150 раз, ак-

тивность TPI в эритроцитах одних пациентов падает до 3–10% от нормы (Chang et 

al., 1993), а у некоторых гетерозиготных носителей этого полиморфного аллеля 

наблюдается умеренное (26–50% от нормы) снижение активности TPI (Watanabe et 

al., 1996). 
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 Таблица 8. Кинетика взаимодействия ТСБ с ТАТА-боксом TPI. kon – кон-

станта скорости прямой реакции TСБ/TATA; koff – константа скорости обратной 

реакции TСБ/TATA; KА – константа ассоциации, полученная из кинетических зна-

чений (kon / koff );KD – константа диссоциации, полученная из кинетических значе-

ний (koff / kon). 

 

Следует отметить, что впервые путем регистрации в режиме реального време-

ни взаимодействия ТСБ человека с флуоресцентно меченными Cy3 и Cy5 ТАТА-

содержащими дуплексами показано, что ТСБ быстро связывает и одновременно 

изгибает ДНК ТАТА-бокса гена TPI. Этот результат согласуется с данными, полу-

ченными ранее с использованием полноразмерного ТСБ человека и ТАТА-бокса 

AdMLP c консенсусной последовательностью 5'-GCGTATAAAAGGGC-3', к 5'-

концу которой присоединен флуорофор TAMRA, а к 3'-концу – флуоресцеин 

(Masters et al., 2003), которые свидетельствуют об одностадийном механизме про-

цесса связывания и одновременного изгибания ТАТА-бокса белком ТСБ. 

Следует отметить, что в мире подобные исследования проводились с использо-

ванием ТСБ разного вида – полной и укороченной форм (С-концевого домена) – и, 

в основном, только модельного промотора AdML (реже Е4) с консенсусной после-

довательностью ТАТА-бокса. Полученные результаты на реальных промоторах ге-
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нов человека улучшили представление о взаимодействии TСБ/TATA, ключевом в 

инициации и регуляции транскрипции и синтеза белков в клетках эукариот. 

 

Связывание ТСБ с олигонуклеотидами, мечеными флуорофорами TAMRA и 

FAM. Как известно,  клеточные процессы высоко динамичны. На сегодняшний 

день  динамика  транскрипции и других молекулярных процессов  плохо понята из-

за отсутствия методов измерения кинетических параметров  взаимодействия  in 

vivo.  Измерение взаимодействия ТСБ с ТАТА-содержащими олигонуклеотидами в 

режиме реального времени поможет лучше понять начальный этап процесса тран-

скрипции – взаимодействие ТСБ/ТАТА, запускающее сборку транскрипционного 

комплекса. Для более тонкого наблюдения различий в структуре ДНК при взаимо-

действии с ТСБ  в режиме реального времени мы использовали пару флуорофоров  

TAMRA и FAM с более высоким квантовым выходом и, соответственно,  чувстви-

тельностью детекции, чем у Cy3/Cy5. 

В представленной работе изучали взаимодействие рекомбинантного полнораз-

мерного ТСБ человека с ТАТА-элементами промоторов реальных генов человека, 

LEP и TPI, c их анцестральными и минорными аллелями. Известно, что минорный 

аллель TPI (SNP – 24T>G) ассоциирован с повышенным риском возникновения та-

ких заболеваний, как прогрессирующие неврологические и мышечные нарушения, 

рак легкого и др. (Савинкова и др., 2009). Нами исследуется возможное фенотипи-

ческое проявление минорного аллеля гена LEP относительно анцестрального алле-

ля референсного генома. В работе использовались двуцепочечные олигодезокири-

бонуклеотиды (ОДН) длиной 15 и 26 вр, 5’-концы которых метились FRET-парой 

флуорофоров TAMRA и FAM. Процесс образования комплексов ТСБ с ОДН изу-
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чали с помощью метода остановленной струи с регистрацией FRET сигнала в ре-

жиме реального времени. Показано, что образование комплексов ТСБ с ОДН, 

идентичными ТАТА-элементам с фланкирующими последовательностями анце-

стральных аллелей генов LEP и TPI человека и минорных, при содержании SNPs 

(SNP - single nucleotide polymorphism), сопровождается множественными измене-

ниями изгиба ДНК и образованием тройных комплексов TСБ/ДНК/TСБ, имеющих 

разные скорости образования и диссоциации для разных ТАТА-элементов. Впер-

вые для изучения взаимодействия ТСБ/ТАТА использовались последовательности 

ТАТА-элементов – atcgggccgcTA/GTAAGAggggcgggc и cgcggcgctcTA-

TAT/GAAgtgggcagt - промоторов реальных генов LEP и TPI, соответственно, в 

окружении реальных фланкирующих нуклеотидов, также влияющих на взаимодей-

ствие. 

Первичное изменение структуры ДНК при взаимодействии с TСБ происходит в 

миллисекундном диапазоне времени, поэтому для изучения этого процесса был ис-

пользован кинетический метод остановленной струи. Конформационные измене-

ния ДНК-дуплексов, содержащих ТАТА-элементы промоторов генов LEP и TPI, 

при взаимодействии с TСБ были зарегистрированы методом остановленной струи 

по изменению FRET-сигнала. В качестве неспецифической последовательности 

ДНК были использованы дуплексы ОДН, не содержащие ТАТА-элемент (Таблица 

3). Кроме того, для выяснения роли длины фланкирующей последовательности в 

работе были использованы ДНК-дуплексы длинной 15 и 26 пар оснований. FRET-

красители, TAMRA и FAM, были введены на 5′-концы ОДН (Приложение 3). 

Используемые в работе дуплексы принадлежат генам TPI и LEP.  
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Взаимодействие TСБ с олигодезоксирибонуклеотидами длиной 15 bp, 

идентичными ТАТА-элементам промоторов генов LEP и TPI. 

Кинетика связывания TСБ с контрольным ДНК-дуплексом, не содержащим 

ТАТА-бокса, свидетельствует об образовании неспецифического комплекса, в ко-

тором происходит сближение пары FRET-красителей, за счет изгибания двойной 

спирали (Рисунок 18А). Анализ концентрационной серии кинетических кривых по-

казал, что первая фаза роста FRET-сигнала до 1 с описывается минимальной кине-

тической схемой, в которой на начальном этапе взаимодействия образуется пер-

вичный комплекс E•S1, который затем превращается в комплекс E•S2. Вторая фаза 

роста характеризует связывание второй молекулы TСБ с комплексами E•S1 и E•S2 

(Схема 1). Константы скоростей прямой и обратной реакции представлены в Таб-

лице 9. 

Таблица 9. Константы скоростей и равновесия, характеризующие взаимодей-

ствие TСБ с 15-ти звенными ДНК-дуплексами. 

 

Constants Control-15 LEP-15 LEP SNP-15 TPI-15 TPI SNP-15 

k1, M
-1c-1 

(2.0±0.3)×108 
(2.2±0.7)×108 

(2.2±0.3)×108 
(1.8±0.3)×108 

(2.7±0.4)×108 

k-1, c
-1 120±20 80±30 90±30 130±30 90±10 

K1, M 6.0×10-7 3.6×10-7 4.1×10-7 7.2×10-7 3.3×10-7 

k2, c
-1 1.0±0.5 1.2±0.6 0.7±0.5 3.8±1.4 2.4±1.6 

k-2, c
-1 1.6±0.8 0.03±0.02 1.0±0.4 0.04±0.02 0.3±0.1 

K2 1.6 0.025 1.4 0.01 0.12 

k3, M
-1c-1 (9.7±6.3)×106 (2.9±0.9)×106 (1.0±0.7)×106 (2.3±0.6)×106 (13±5)×106 

k-3, c
-1 7.6±5.5 0.4±0.2 1.2±1.0 0.9±0.6 9.9±5.2 

K3, М 0.78×10-6 0.14×10-6 1.2×10-6 0.4×10-6 0.76×10-6 

k4, c
-1  0.9±0.7 0.05±0.02 0.17±0.05 1.1±0.3 

k-4, c
-1  0.02±0.01 0.14±0.04 0.02±0.01 0.16±0.04 

K4  0.02 2.8 0.12 0.15 
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Рисунок 18. Кинетика связывания и изгибания коротких 15-ти звенных ДНК-

дуплексов. (А) Образование неспецифического комплекса. (Б) ТАТА-элемент ан-

цестрального аллеля гена LEP референсного генома человека Hg19. (В) ТАТА-

элемент минорного аллеля гена LEP (SNP - 35A>G). (Г) ТАТА-элемент анце-

стрального аллеля гена TPI референсного генома человека Hg19. (Д) ТАТА-

элемент минорного аллеля гена TPI (SNP -24Т>G). 
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Схема 1. Кинетический механизм взаимодействия TСБ с ДНК-дуплексом, не 

содержащим ТАТА-элемент. 

 

 

 

Кинетика связывания TСБ с ДНК-дуплексами, содержащими ТАТА-элемент 

(Рисунок 18Б-18Д) значительно отличается от контрольных кривых, что свидетель-

ствует о регистрации специфических взаимодействий при формировании комплек-

са. Первая фаза роста FRET-сигнала завершается в течение 10 мс, после этого про-

исходит медленное увеличение сигнала. Необходимо отметить, что вторая фаза ро-

ста FRET-сигнала имеет выраженную концентрационную зависимость. Медленный 

процесс, сопровождающийся ростом FRET-сигнала примерно до 50 с при соотно-
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шении TСБ:ДНК = 1:1 ускоряется примерно в 100 раз при соотношении TСБ:ДНК 

= 10:1 (заканчивается за 0,5 с) (Arkova et al., 2016). После второй фазы роста на ки-

нетических кривых при высоких концентрациях TСБ происходит уменьшение 

FRET-сигнала с последующим ростом и повторным падением, что свидетельствует 

о происходящих конформационных изменениях дуплекса в процессе взаимодей-

ствия с ТСБ. 

Сложный профиль кинетических кривых свидетельствует о многостадийном 

механизме образования комплекса TСБ с ДНК-дуплексами, содержащими ТАТА-

элемент. На основании анализа кинетических кривых с помощью программы 

DynaFit была определена минимальная кинетическая модель  (Приложение 2), 

представленная на Схеме 2, удовлетворительно описывающая полученные резуль-

таты (Таблица 9). Согласно Схеме 2, специфическое связывание TСБ с ДНК-

дуплексами, содержащими ТАТА-элемент, проходит через образование промежу-

точного первичного комплекса E•S1. Интересно отметить, что рост FRET-сигнала 

при образовании первичного комплекса E•S1 свидетельствует о сближении концов 

модельных дуплексов, что может произойти за счет изгибания ДНК. Более того, 

последующая трансформация первичного комплекса E•S1 в специфический ком-

плекс E•S2 приводит к дальнейшему росту FRET-сигнала за счет изгиба ДНК. Од-

нако связывание второй молекулы TСБ приводит к уменьшению FRET-сигнала, и 

свидетельствует о том, что в тройных комплексах E•S•E1 и E•S•E2 происходит либо 

экранирование флуорофоров белковой молекулой, либо релаксация изгиба ДНК, 

приводящая к увеличению расстояния между флуорофорами. 

Интересно отметить, что константа диссоциации k1 первичного комплекса E•S1 

имеет схожую величину для всех ДНК-дуплексов (Таблица 9). В то же время кон-
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станта диссоциации k2 специфического комплекса E•S2 значительно отличается для 

использованных ДНК-дуплексов и соответствует аффинности TСБ к ТАТА-

элементам. На основании значения константы k2 специфичность TСБ к ДНК-

дуплексам увеличивается в ряду Control-15 < LEP SNP-15 < TPI SNP-15 < LEP-15 < 

TPI-15.  

Сравнение константы диссоциации k3 тройного комплекса E•S•E1 показывает, 

что комплекс более стабилен для LEP-15 и TPI-15, чем для Control-15, LEP SNP-15 

и TPI SNP-15. Константы равновесия K4 между тройным комплексом E•S•E1 и ком-

плексом E•S•E2 имеют близкие значения для TPI SNP-15 и TPI-15, однако отлича-

ются примерно в 100 раз для LEP-15 и LEP SNP-15. 
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Схема 2. Кинетический механизм взаимодействия TСБ с ДНК-дуплексами, со-

держащими ТАТА-элемент. 
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Взаимодействие TСБ с олигодезоксирибонуклеотидами длиной 26 bp, иден-

тичными ТАТА-элементам промоторов генов LEP и TPI. 

Кинетические кривые взаимодействия TСБ с более длинным 26-ти звенным 

ДНК-дуплексом, не содержащим ТАТА-элемент представлены на Рисунке 19А. 

Интересно отметить, что профиль отличается от кривых, полученных для коротко-

го 15-ти звенного контрольного дуплекса, однако последовательность фаз роста и 

падения FRET-сигнала совпадает с LEP-15 и TPI-15 (Рис. 18А, 18Б, 18Г и 19А). Эти 

данные свидетельствуют о том, что длина дуплекса является одним из важных фак-

торов, значительно влияющих на стадии взаимодействия TСБ и ДНК, как отмеча-

лось и в работе (Hieb et al., 2014). 

Интересно отметить, что кинетические кривые, полученные для 26-ти звенных 

дуплексов, содержащих ТАТА-элемент гена LEP (LEP-26 и LEP SNP-26) имеют 

похожий профиль с контрольным дуплексом Control-26. В то время как дуплексы, 

содержащие ТАТА-элемент гена TPI значительно отличаются и от Control-26 и от 

LEP-26 и LEP SNP-26 (см. Рис. 19). Возможно, это вызвано тем, что дуплекс TPI 

более АТ-богатый, чем LEP, и имеет более подвижную конформацию. Возможно, 

ввиду более высокого сродства ТСБ к ТАТА-боксу TPI (KD = 4.8 nM) по сравнению 

с LEP (KD = 80 nM) (Drachkova et al., 2014; Arkova et al., 2015), происходит «зали-

пание» ТСБ на ТАТА-боксе, что уменьшает количество актов «связывания-

диссоциации» в процессе образования энергетически устойчивого комплекса. 

Анализ кинетических кривых проводили по Схеме 2, полученные константы 

скорости и равновесия представлены в Таблице 10. Сравнение данных Таблиц 9 и 

10 показывает, что формирование первичного комплекса E•S1 фактически не зави-

сит от длины дуплекса и его состава. 



 

134 

 

 Образование специфического комплекса E•S2 проходит более эффективно в 

случае присутствия ТАТА-элементов. По сравнению с контрольным дуплексом 

Control-26, константа диссоциации k2 комплекса E•S2 примерно в 3 и 10 раз меньше 

для LEP-элемента и TPI-элемента, соответственно. Так же как и в случае коротких 

15-ти звенных дуплексов формирование тройного комплекса E•S•E1 и его транс-

формация в комплекс E•S•E2 проходит более эффективно в случае ДНК-дуплексов, 

содержащих ТАТА-элемент. 
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Рисунок 19. Кинетика связывания и изгибания коротких 26-ти звенных ДНК-

дуплексов. (А) Образование неспецифического комплекса. (Б) ТАТА-элемент ан-

цестрального аллеля гена LEP референсного генома человека Hg19. (В) ТАТА-

элемент минорного аллеля гена LEP (SNP - 35A>G). (Г) ТАТА-элемент анце-

стрального аллеля гена TPI референсного генома человека Hg19. (Д) ТАТА-

элемент минорного аллеля гена TPI (SNP -24Т>G) 

 

Таблица 10. Константы скорости и равновесия, характеризующие взаимодей-

ствие TСБ с 26-ти звенными ДНК-дуплексами. 

 

Нами впервые были определены конформационные переходы ТАТА-

содержащих ДНК-дуплексов, идентичных анцестральным и минорным аллелям ре-

альных генов LEP и TPI человека, при образовании комплексов с ТСБ в режиме ре-

Constants Control-26 LEP-26 LEP SNP-26 TPI-26 TPI SNP-26 

k1, M
-1c-1 (2.0±0.2)×108 (1.8±0.2)×108 (2.0±0.2)×108 (6.4±3.3)×108 (2.5±1.4)×108 

k-1, c
-1 120±10 150±20 140±20 70±50 140±80 

K1, M 6.0×10-7 8.3×10-7 7.0×10-7 1.1×10-7 5.6×10-7 

k2, c
-1 0.64±0.22 0.31±0.05 0.46±0.14 1.3±0.6 1.3±1.1 

k-2, c
-1 0.58±0.05 0.08±0.05 0.18±0.10 0.10±0.08 0.05±0.03 

K2 0.9 0.26 0.39 0.08 0.04 

k3, M
-1c-1 (6.3±5.6)×106 (8.8±6.3)×106 (6.8±3.2)×106 (10.5±5.4)×106 (9.7±6.2)×106 

k-3, c
-1 0.8±0.3 0.05±0.04 0.7±0.3 0.29±0.22 0.33±0.21 

K3 0.13×10-6 0.006×10-6 0.10×10-6 0.028×10-6 0.034×10-6 

k4, c
-1 1.9±0.8 7.0±0.8 4.3±3.0 0.054±0.03 0.06±0.03 

k-4, c
-1 3.2±1.3 0.03±0.01 0.07±0.05 0.02±0.01 0.018±0.011 

K4 1.7 0.004 0.016 0.37 0.3 
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ального времени. Полученные данные свидетельствуют о том, что формирование 

специфического комплекса E•S2 является ключевой стадией распознавания ТАТА-

элемента в ДНК-дуплексах длиной 15 и 26 п.о. и проходит через образование про-

межуточного первичного комплекса E•S1. При повышении концентрации ТСБ и 

длины дуплексов наблюдается увеличение гетерогенности конформационных пе-

реходов ДНК («изгиб — исходное состояние»). Формирование тройного комплекса 

E•S•E1 и его трансформация в комплекс E•S•E2 объясняется способностью TСБ 

связываться с неспецифическими участками ДНК и, по-видимому, может иметь ре-

гуляторный характер in vivo. 

Как видно из Таблицы 10, константа диссоциации k1 первичного комплекса 

ТСБ с ДНК, имеет схожую величину для всех ДНК-дуплексов, что свидетельствует 

об отсутствии их специфичности (Control-26). Также примерно одинаковы скоро-

сти образования и диссоциации первичных, неспецифичных  комплексов (k1, M
-1

c
-1 

и 
 
k-1, c

-1
). 

Константа диссоциации k2,  характеризующая аффинность ТСБ/ТАТА проме-

жуточного специфического комплекса примерно в 3 и 10 раз меньше для LEP-

элемента и TPI-элемента, соответственно. Формирование специфического  ком-

плекса происходит более эффективно в случае ДНК-дуплексов, содержащих ТА-

ТА-элемент.  На основании значений константы K2, специфичность TСБ к ДНК-

дуплексам увеличивается в ряду Control-15 <LEP SNP-15 < TPI SNP-15 < LEP-15< 

TPI-15.  

Итак, нами впервые в режиме реального времени определены конформацион-

ные переходы ТАТА-содержащих ДНК-дуплексов, идентичных анцестральным и 

минорным аллелям реальных генов LEP и TPI человека, при образовании комплек-
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сов с ТСБ. Сложный профиль кинетических кривых свидетельствует о многоста-

дийном механизме образования комплекса TСБ с ДНК-дуплексами, содержащими 

ТАТА-элемент. Полученные данные свидетельствуют о том, что формирование 

специфического комплекса ТСБ/ТАТА  происходит через образование промежу-

точных комплексов.  При повышении концентрации ТСБ и длины дуплексов 

наблюдается увеличение гетерогенности конформационных переходов ДНК («из-

гиб — исходное состояние») (Watanabe et al., 1996; Friedman, 2011). 

 

Схема 3. Кинетический механизм взаимодействия TСБ с ДНК-дуплексом, не 

содержащим ТАТА-элемент. 
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На основании проведенных опытов нами была предложена схема взаимодей-

ствия ТСБ/ТАТА. 

 

Схема 4. Кинетический механизм взаимодействия TСБ с ДНК-дуплексами, со-

держащими ТАТА-элемент. 
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Итак, впервые определены конформационные переходы ТАТА-содержащих 

ДНК-дуплексов, идентичных анцестральным и минорным аллелям реальных генов 

LEP и TPI человека, при образовании комплексов с ТСБ в режиме реального вре-

мени. Полученные данные свидетельствуют о том, что формирование специфиче-

ского комплекса E•S2 - ключевой стадии распознавания ТАТА-элемента в ДНК-

дуплексах длиной 15 и 26 п.о. -  проходит через образование неспецифичекого E•S1. 

При повышении концентрации ТСБ и длины дуплексов наблюдается увеличение 

гетерогенности конформационных переходов ДНК («изгиб — исходное состоя-

ние»). На основании полученных схем можно предположить, что образование спе-

цифических комплексов в наших условиях может быть результатом связывания с 

ОДН как одной молекулы ТСБ, так и двух (возможно, и трех молекул при длине 

ОДН, равной 26 bp).  Формирование тройного комплекса E•S•E1 и его трансформа-
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ция в неспецифический комплекс E•S•E2 объясняется также способностью TСБ 

связываться с неспецифическими участками ДНК и, по-видимому, имеет регуля-

торный характер in vivo. 

3.4. Изучение влияния анцестральных и минорных аллелей генов 

LEP и CYP2A6, на экспрессию репортерного гена LUC 

  Для экспериментального изучения влияния выявленных SNPs ТАТА-боксов 

на транскрипцию репортерного гена LUC использовали эукариотические линии 

клеток MCF-7 и НСТ116 (аденокарцинома молочной железы и колоректальная 

карцинома человека, соответственно). ТАТА-содержащие участки промоторов, WT 

и минорные аллели генов LEP и CYP2A6 клонировали в беспромоторный вектор 

pG4.10 по сайтам рестрикции XhoI и Hind III.  

 Высота серых столбиков (Рис. 20) и их погрешности соответствуют средне-

му значению оценок и их стандартных отклонений, рассчитанных по меньшей мере 

в трех независимых измерениях. 
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Рисунок 20. Культурально-клеточная верификация некоторых маркерных 

SNPs генов LEP (-35А>G rs201381696 и -38G>A rs200487063) и CYP2A6 (-34T>G 

rs28399433) на клеточных линиях человека MCF-7 и HCT-116, трансфецированных 

pGL 4.10 вектором, содержащим репортерный ген LUC (cлева – контроль для WT в 

виде вставки беспромоторного вектора pG4.10; следующий показатель, содержа-

щий WT промотор, – контрольный для остальных, SNP-содержащих ТАТА-

боксов).  

 

На графике показаны 95% доверительные интервалы для люминисценции LUC 

при разных вставках. Люминисценция для pGL 4.10 значимо ниже, чем люминис-

ценция для WT промотора, поэтому дальнейшие сравнения следует проводить с 

WT промотором, а не с pGL 4.10. Далее люминисценция как для LEP -35А>G, так и 

для CYP2A6 -34T>G значимо ниже, чем люминисценция для WT промотора, откуда 
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можно сделать вывод, что наличие таких полиморфизмов ухудшает связывание 

ТСБ/ТАТА комплекса и снижает последующую транскрипцию. Данное заключение 

совпадает с предсказанным  in silico эффектом, а также с экспериментально полу-

ченными данными методом EMSA. 

Для LEP -38G>A люминисценция выше, чем для WT. Различие статистически 

значимо на уровне 10%. Это означает, что -38G>A rs200487063 «улучшает» промо-

тор увеличивая сродство ТСБ к ТАТА-боксу, что ведет к увеличению транскрип-

ции с LUC. Такой результат был предсказан in silico, а также совпадает с экспери-

ментально полученными данными методом EMSA. 

 

3.5. Анализ возможного фенотипического проявления SNPs в ТАТА – 

боксах промоторов генов 

Как известно, генетическая вариабельность вносит больший вклад в заболева-

ние, чем эпидемиологическая (Lee et al., 2016), к которой относятся различные 

факторы окружающей среды. Генетические варианты как предикторы имеют четы-

ре преимущества над клиническими: 1) они остаются неизменными всю жизнь; 2) 

они могут быть измерены; 3) их можно объединять и использовать вместе с други-

ми параметрами для предсказания развития заболевания; 4) с их помощью можно 

предсказать пожизненный риск пациенту в отличие от клинических факторов, ко-

торые могут использоваться в данный момент.  

Необходимо иметь в виду, что предсказательная модель не является диагно-

стическим инструментом, c ее помощью можно оценивать вероятность развития 

заболевания в будущем. Прогностические модели лучше строить для каждого кон-

кретного случая, основываясь на сочетании генетической, эпидемиологической и 
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клинической вариабельности, так как вместе они создают уникальную для каждого 

пациента  характеристику (Zhao et al., 2016). 

 

Заключение 

Трудно переоценить роль SNPs: они могут использоваться для эволюционных 

исследований, картирования генов и локусов комплексных заболеваний. Всесто-

роннее изучение механизмов влияния конкретных SNPs на здоровье человека сде-

лает более эффективным лечение различных заболеваний, позволит определить, 

будет ли человек воспринимать данное лекарство или реагировать лишь на его по-

бочные эффекты. Фармацевты смогут разрабатывать индивидуальные лекарствен-

ные препараты для пациентов с аналогичными клиническими симптомами и фено-

типами заболеваний. 

В последние годы системная медицина, возникшая из системной биологии, 

становится краеугольным камнем в изучении комплексных или многофакторных 

заболеваний. Комплексные заболевания характеризуются гетерогенными клиниче-

скими проявлениями. Они являются результатом нарушения взаимодействия гене-

тического материала пациента и факторов внутренней и внешней среды. Несмотря 

на огромный поток исследований, наше понимание этиологии комплексных забо-

леваний остается далеко не полным. Для достижения наиболее полного понимания 

последствий происходящих нарушений необходим комплексный подход, включа-

ющий рассмотрение всех возможных взаимодействий, происходящих in vivo. Это 

включает и моделирование событий in vitro, происходящих с самых первых шагов 

экспрессии гена – в частности, взаимодействия ТСБ/ДНК, запускающего сборку 
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транскрипционного комплекса. Авторы (Rhee and Pugh, 2011) cчитают, что внут-

ренняя аффинность связывания транскрипционного фактора с ДНК не является 

определяющим фактором взаимодействия in vivo. Играет роль комбинация таких 

факторов, как кооперативный эффект, локальная концентрация и конкуренция 

транскрипционных факторов за сайты связывания с другими транскрипционными 

факторами и нуклеосомами. Вклад этих составляющих может сильно различаться 

для разных сайтов ДНК. Проведенные нами ранее исследования (Savinkova et al., 

2013; Drachkova et al., 2014) показали, что, несмотря на сложность картины взаи-

модействия ТСБ/ДНК in vivo, огромное количество регуляторных событий, проис-

ходящих in vivo, взаимодействия ТСБ/ДНК in vitro адекватно отражают эти собы-

тия: предсказанное снижение аффинности ТСБ к аллельным вариантам ТАТА-

боксов и подтвержденное экспериментально, коррелирует с изменением количе-

ства выхода продуктов генов. В случае генов бэта – глобинов это приводит к воз-

никновению моногенного заболевания - различной тяжести бэта-талассемий, в дру-

гих случаях повышает риск возникновения гипертонии, рака, сердечно-сосудистых 

и других комплексных заболеваний. 

При сердечно-сосудистых заболеваниях наряду с генетической предрасполо-

женностью большое значение имеет нарушение веса, приводящее к ожирению. 

Распространенность ожирения продолжает расти, по данным ВОЗ более 50% евро-

пейцев в настоящее время классифицируется с избыточным весом (Holvoet, 2008). 

В результате этого возникает легочная и сердечная недостаточность и повышается 

вероятность возникновения атеросклероза. Учитывая сложный характер комплекс-

ных заболеваний, информация, полученная на разных уровнях исследований, поз-
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волит в полной мере изучить особенности этих заболеваний, чтобы лучше понять 

их патогенез и определить новые мишени для лекарственной терапии. 

В работе сделан анализ SNPs кор-промоторных районов [-70; -20], содержащих 

ТАТА-боксы генов LEP, ABCA9, GCG и еще 61 гена пищевого поведения. Анализ 

кор-промотора сделан с использованием Web-сервиса SNP_TATA_Comparator 

(Рассказов и др.,2013), http://beehive.bionet.nsc.ru/cgi-bin/mgs/tatascan/start.pl, кото-

рый находится в свободном доступе для анализа влияния мутаций в районе [-70; -

20] промоторов генов человека на экспрессию этих генов, включая оценки сродства 

ТСБ/ДНК in vitro (Ponomarenko et al., 2009). Web-сервис создан на основании экс-

периментальной верификации (Savinkova et al., 2013; Drachkova et al., 2014; Arkova 

et al., 2014; Драчкова и др., 2012) ранее разработанного метода (Рассказов и 

др.,2013) для оценки сродства ТСБ к ТАТА-боксам промоторов и определения гра-

ниц его применимости (Suslov et al., 2010; Suslov et al.,2010; Ponomarenko, 2015; 

Ponomarenko et al., 2010). Полученные с использованием Web-сервиса 

SNP_TATA_Comparator прогнозы влияния SNPs кор-промотора генов LEP, АВСА9, 

GCG, TPI и CYP2A6 на взаимодействие ТАТА-связывающего белка подтверждены 

нами экспериментально с использованием классического метода EMSA. Получены 

кинетические характеристики (ka и kd) образования комплексов ТСБ/ODN, а также 

рассчитанные значения сродства ТСБ/ТАТА, KD, и его изменения (δ). Получены 

расчетные t1/2 и –ΔG.  

Для трех рассмотренных SNPs ТАТА-бокса промотора гена LEP rs200487063, 

rs34104384 и rs201381696 было получено совпадение прогнозов in silico и получен-

ных экспериментально характеристик связывания ТСБ/ТАТА (Рис. 21). Подтвер-
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ждение прогнозов для анализируемых аллелей было получено также через влияние 

полиморфизмов гена LEP на экспрессию репортерного гена LUC. 

   

 

 

Рисунок 21. Ожирение, связанное с дефицитом лептина, и его коррекция экзо-

генным лептином (Farooqi, O'Rahilly, 2014). 

 

На основании полученных нами компьютерно-экспериментальных результатов 

(Табл. 7), а именно корреляции прогнозов и экспериментальных значений in vitro и 

ex vivo, можно предположить, что у носителей SNP -34T>G TATA-бокса промотора 

гена LEP и SNP -35 A>G  ТАТА-бокса промотора гена CYP2A6 вероятность разви-

тия заболеваний, в которых участвуют эти гены, выше, чем у носителей других ис-

следованных нами полиморфизмов. Для более точного предсказания необходима 

клиническая характеристика пациента и эпидемиологические сведения. 
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Поэтому исследуемые SNPs предлагаются в качестве потенциальных канди-

датных SNP-маркеров для отслеживания нарушений липидного обмена. Это явля-

ется экспериментально-компьютерным прогнозом данной работы, который может 

быть верифицирован по биомедицинским стандартам и протоколам. 

Выводы 

1. Проведенное экспериментальное исследование показало эффективность 

использования разработанного в ИЦиГ СО РАН Web сервиса SNP-TATA-

Comparator для предсказания новых потенциально функционально значимых 

мутаций ТАТА-боксов промоторов генов человека. 

2. Всестороннее экспериментальное изучение связывания ТАТА-связывающего 

белка с олигонуклеотидами, идентичными ТАТА-боксам референсных и минорных 

аллелей ряда генов липидного метаболизма показало, что минимальное увеличение 

сродства, на 14%, оказывает мутация -30А>T (rs34104384) ТАТА-бокса промотора 

гена LEP, максимальное, в 2 раза, мутация  -38G>A (rs200487063) ТАТА-бокса 

этого гена. Максимальное уменьшение сродства в 7 раз происходит при мутации -

24T>G (rs1800202) ТАТА-бокса гена TPI. Экспериментальные данные 

коррелируют с прогнозами, сделанными с помощью разработанного Web сервиса (r 

= 0.89). 

3. Изменение наследственной информации в результате мутаций в ТАТА-боксе 

реализуется через изменение скоростей образования и распада комплексов ТАТА-

связывающего белка с ТАТА-боксами промоторов генов липидного метаболизма. 

Скорости образования изменяются от 0.2 до 14 раз. Мутация -35A>G (rs201381696) 

промотора гена LEP, нарушающая последовательность ТАТА-бокса, приводит к 

максимальному увеличению скорости распада комплексов - в 7 раз. 
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4. Образование комплексов ТАТА-связывающего белка с меченными FRET-парой 

флуорофоров TAMRA и FAM олигонуклеотидами, идентичными ТАТА-боксам 

промоторов референсных генов LEP и TPI и их минорным аллелям, в режиме 

реального времени, может происходить как по прямому пути, так и через 

промежуточные стадии, вероятность возникновения которых возрастает с 

увеличением длины олигонуклеотидов и концентрации ТАТА-связывающего 

белка. 

5.  На культуре клеток человека HCT116 показана хорошая  корреляция влияния 

(r=0.89) мутаций ТАТА-боксов на сродство ТАТА-связывающего белка к ТАТА-

боксам и на экспрессию репортерного гена LUC относительно «дикого типа» (WT): 

мутация -38G>A (rs200487063) ТАТА-бокса промотора гена LEP, повышающая 

сродство  в 2 раза, в линии клеток НСТ116 повышала экспрессию репортерного 

гена LUC в 1.5 - 1.8 раза, мутация -35А>G (rs201381596), снижающая сродство в 3 

раза, снижала экспрессию в среднем в 2.5 - 3 раза;  мутация -34Т>G (rs28399433) 

ТАТА-бокса промотора гена CYP2A6, снижающая сродство в 4 раза, также в 4 раза 

снижала экспрессию репортерного гена LUC. 
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Приложение 1 

Таблица 1.  Кинетические кривые взаимодействия ТСБ-ТАТА во времени. 

Кинетические кривые АВСА9 норма Кинетические кривые АВСА9 SNP 

  

Кинетические кривые CYP2A6 норма Кинетические кривые CYP2A6 SNP 

  

Кинетические кривые GCG норма Кинетические кривые GCG SNP 
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 Рисунок 1. Флуорес-

центный резонансный пере-

нос энергии (ФРПЭ или 

FRET- Förster resonance 

energy transfer). 

(A) ФРПЭ может проте-

кать лишь тогда, когда спектр 

излучения донора (сплошная 

линия) перекрывается со 

спектром возбуждения акцеп-

тора (пунктирная линия) Пе-

рекрывающиеся области 

спектра показаны зеленым 

цветом.  

(B) Дипольный момент 

хромофора внутри белковой 

цилиндрической структуры 

(красная стрелка) имеет опре-

деленную ориентацию отно-

сительно структуры FP. Если 

эмиссия диполя (красная 

стрелка) донора (синий ци-

линдр) образует угол 90 гра-

дусов с диполем (зеленая 

стрелка) акцептора (желтый 

цилиндр), то FRET не может 

произойти. Угол между дипо-

лями, не равный  90 градусам, 

приводит к появлению FRET.  

(C) Резонансный перенос 

энергии протекает лишь то-

гда, когда расстояние между 

хромофорами (r) менее, чем 

1.8 от Фёрстеровского радиу-

са (R0), который обычно 

меньше, чем 100 Å.  

(D) Зависимость эффек-

тивности FRET (E) от рассто-

яния (r) для пары донор-

акцептор, для которой R0 = 54 

Å и диполи ориентированы 

статистически. 

(Behlke M.A., et al. Fluo-

rescence and Fluorescence Ap-

plications // Integrated DNA 

Technologies. 2005. P. 1-13.) 
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Приложение 2 

FRET или Фёрстеровский резонансный перенос энергии (ФРПЭ). 

(Parkhurst L.J., Parkhurst K.M., Powell R., Wu J., Williams S. Time-resolved fluo-

rescence resonance energy transfer studies of DNA bending in double-stranded oligonu-

cleotides and in DNA-protein complexes // Biopolymers. – 2001-2002. – Vol. 61. – No. 

3. – P.180-200.) 

 

Для ФРПЭ необходимо соблюдение нескольких условий: 

 спектр флуоресценции донора должен перекрываться со спектром поглоще-

ния акцептора; 

 донор и акцептор должны находиться не дальше определённого расстояния 

друг от друга;  

 дипольные моменты донора и акцептора должны иметь определённое взаим-

ное расположение в пространстве. 

 

Эффективность ФРПЭ рассчитывается по формуле. 

E = R0
6
/( R0

6
+r

6
) 

здесь R0 является Фёрстеровским радиусом: таким расстоянием между доно-

ром и акцептором, при котором эффективность переноса равна ½. 

Важным является то, что ФРПЭ происходит на расстояниях, соизмеримых с 

размерами биологических объектов, таких как белковые глобулы или мембраны 

клеток. При этом относительная эффективность переноса энергии обратно зависит 

от расстояния между ФРПЭ-партнёрами. Если две биомолекулы, меченые ФРПЭ-

парой находятся на большом расстоянии, при возбуждении донора будет наблю-
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даться только его собственная флуоресценция. В случае, когда молекулы сближены 

в пространстве, при возбуждении донора будет наблюдаться эмиссия акцептора. 

Благодаря своей зависимости от расстояния, ФРПЭ стал своеобразной «моле-

кулярной линейкой», которая позволяет измерять расстояние между молекулами, 

каждая из которых мечена одним из партнёров переноса. 

 

 

 

Приложение 3 

Подбор условий для связывания ТСБ/ТАТА. 

 

На графике изображена флуоресценция комплекса ОДН/ТСБ с оптимальной и ну-

левой концентрациями ТСБ.  Флуоресцентная спектроскопия является одним из 

самых высокочувствительных методов, позволяющих детектировать очень низкие 

концентрации веществ (мкМ, нМ и даже пМ) (Векшин Н.Л. Флуоресцентная спек-

троскопия биополимеров. – Пущино: Фотон-Век. - 2008). При подборе оптимальных 

концентраций олигонуклеотидов лучший результат был получен при минимальной 

концентрации 1·10
-7

М. Также необходимо было подобрать оптимальные концентра-
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ции белка для связывания олигонуклеотида. Для этого снимались при тех же пара-

метрах значения флуоресценции при возрастающих концентрациях ТСБ (ТСБ ме-

нялся от 0 до 1500 нМ в 11 разведениях). При построении концентрационной кривой 

“флуоресценция - возрастающая концентрация ТСБ” была выбрана лучшая по излу-

чению концентрация ТСБ. 

 

Приложение 4 

Рисунок 1. Спектры флуоресцентных красителей (www.thermofisher.com). 

 

Таблица 1. Характеристики используемых пар флуоресцентных красителей. 

Cy3 Cy5 FAM TAMRA 

 
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/com

mons/thumb/9/90/Cy3_Cy5_dyes.gif/300px-

Cy3_Cy5_dyes.gif 

 
 

 
https://heterocyclist.files.wordpress.co

m/2011/12/cyanine_stuct.jpg 

 
 

ru.lumiprobe.com/im

g/p/structure/6-fam-
azide.gif 

 

 
www.lumiprobe.com/i
mg/p/structure/5-

tamra-alkyne.png 

Длина волны возбуждения/излучения в эксперименте, нм 

550 >645 494 >570 

Квантовый выход флуоресценции (Ф<1) 

0,15 0,27 0,8 0,7 
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en.wikipedia.org/wiki/Cyanine en.wikipedia.org/wiki/Cyanine www.syntol.ru/catalo
g/zondy-dlya-ptsr-v-

realnom-

vremeni/fluorestsent

nye-krasiteli.html 

www.syntol.ru/catalog/
zondy-dlya-ptsr-v-

realnom-

vremeni/fluorestsentny

e-krasiteli.html 

 

Приложение 5 

Кинетическое моделирование. 

Для определения минимальной кинетической модели взаимодействия ТСБ с 

ОДН и расчета констант скорости всех элементарных стадий данной модели ис-

пользовали программу Dynafit (Biokin, США). Эффективность и точность опреде-

ления параметров для исследуемого процесса зависит от числа параметров и огра-

ничений, налагаемых на обрабатываемые данные. При подборе схемы взаимодей-

ствия для полученных данных использовался метод нелинейной регрессии по алго-

ритму Левенберга-Маркара. Кинетические кривые разбивали на несколько времен-

ных диапазонов таким образом, что каждый следующий диапазон полностью 

включал предыдущий, например от 2 мс до 1, 10, 100 и так далее. Это дает возмож-

ность постепенно усложнять и оптимизировать модель взаимодействия белка с 

субстратом. Обработка кривых в диапазоне 2 мс – 10 секунд, как правило, отража-

ет начальные стадии связывания и дает возможность определить их константы 

скорости. При обработке следующего по величине диапазона ранее использован-

ный механизм усложнялся, например, к нему добавлялась еще одна равновесная 

или неравновесная стадия, при этом фиксировались константы, определенные для 

начальных стадий. После расчета констант скорости добавленных стадий осу-

ществлялось общее корректирование значений констант скорости путем одновре-

менной оптимизации всех параметров системы. Такой пошаговый подход позволил 
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дискриминировать различные схемы взаимодействия белок-ОДН и определить 

константы скорости и равновесия для элементарных стадий, входящих в эти схемы. 

Dynafit – проводит численное интегрирование системы дифференциальных 

уравнений, которые соответствуют любой кинетической схеме (Kuzmic P. Program 

DYNAFIT for the analysis of enzyme kinetic data: application to HIV proteinase //Anal 

Biochem. – 1996. – Vol. 237. – No. 2. – P. 260-73). 

В эту систему дифференциальных уравнений входят: 

- все концентрации реагентов 

- константы скорости, которые характеризуют процесс превращения интерме-

диатов в этой цепи. 

Если мы видим изменения на кинетической кривой, то тогда мы их пытаемся 

обсчитать.  Для этого берем небольшой временной промежуток от начала и пыта-

емся описать минимальной схемой. Пусть, например, мы видим, что процесс не 

описывается одностадийной моделью. Тогда мы пытаемся описать двустадийной 

моделью. Предположим, модель описала хорошо наши данные. Берем тогда более 

длинный промежуток от начальной точки и пытаемся описать данные 2-стадийной 

моделью и т.д. 

 

 

 

 


