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место связывания ГлЮкокоРтикоиДноГо  
РецептоРа на Днк и стРуктуРные ваРианты 
ГлЮкокоРтикоиДных РеГулятоРных Элементов: 
Данные, собРанные в базе GR-TRRD 

ВВЕДЕНИЕ

Глюкокортикоидные гормоны участвуют в регуляции основных про-
цессов жизнедеятельности организма позвоночных животных — роста, 
дифференцировки, размножения, адаптации, поведения [19]. Основная 
часть эффектов глюкокортикоидов в клетках-мишенях реализуется за 
счет связывания с внутриклеточным рецептором этих гормонов. Об-
разовавшиеся гормонрецепторные комплексы осуществляют позитив-
ную или негативную регуляцию генов, присоединяясь к опознаваемым 
им участкам ДНК и/или вcтупая в белок-белковые взаимодействия  
с другими факторами транскрипции [26, 36]. 

Рецептор глюкокортикоидов (гр) является транскрипционным 
фактором из суперсемейства ядерных рецепторов. ДНК-связывающий 
домен членов этого суперсемейства содержит две петлевые структу-
ры, называемые «цинковыми пальцами», в основании которых рас-
положены четыре остатка цистеина, координированных ионами цинка  
[3, 23, 28]. Основой сайтов связывания ядерных рецепторов на ДНК 
являются два гексануклеотидных мотива: 1) TGTTCT (рецепторы глю-
кокортикоидов, минералокортикоидов, прогестинов и андрогенов) и  
2) TGACCT (остальные рецепторы). Кроме того, принято делить ядер-
ные рецепторы на группы, согласно сложившимся представлениям  
о способе взаимодействия этих белков с ДНК и структурной органи-
зации их мест связывания. В рамках этих представлений рецепторы 
стероидных гормонов описывают как группу белков, взаимодействую-
щих с ДНК в виде гомодимеров, которые распознают инвертированные 
повторы гексануклеотида TGTTCT (рецепторы глюкокортикоидов, ми-
нералокортикоидов, прогестинов и андрогенов) или TGACCT (рецеп-
торы эстрогенов) со спейсером из трех нуклеотидных пар. Рецепторы 
тиреиодных гормонов, витамина Д, ретиноевой кислоты и множество 
«сиротских» рецепторов (HNF4, COUP, PPAR, CAR, PXR, LXR и др.) 
объединяют в группу белков, в виде гомо- или гетеродимеров взаи-
модействующих с прямыми, инвертированными или эвертированными 
повторами мотива TGACCT со спейсером, варьирующим от 0 до 9 п. н. 
Выделяют также группу мономерных ядерных рецепторов (SF1, LRH1, 
ROR, ERR), в основе мест связывания которых лежит неповторенный 
мотив TGACCT, снабженный 5’-расширением из трех-шести основа-
ний, обогащенным А/Т [3, 6, 23, 28]. 

Однако первичная структура многих мест связывания ГР из раз-
личных генов не укладывается в рамки общепринятой модели. В час-
тности, известны места связывания ГР, содержащие только одну ко-
пию гексануклеотида TGTTCT, с которыми ГР взаимодействует в виде 
мономера. Обнаружены сайты связывания ГР, организованные в виде 
прямого повтора гексануклеотида.  Выявлены случаи гетеродимери-
зации ГР с другими факторами транскрипции. Систематический ана-
лиз организации мест связывания ГР до сих пор не проводился. В базе 
данных GR-TRRD (http://wwwmgs.bionet.nsc.ru/mgs/papers/
merkulova/gluc/) [1], которая является частью разрабатываемой  
с 1993 года в Институте цитологии и генетики СО РАН базы данных 
TRRD (Transcription Regulatory Regions Database) [25], нами собраны 
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160 нуклеотидных последовательностей, для которых 
имеются экспериментальные доказательства связы-
вания с ГР. В настоящей работе приведены резуль-
таты анализа этих последовательностей и предпола-
гаемые механизмы участия «неканонических» мест 
связывания ГР в глюкокортикоидной индукции.

матЕрИалы И мЕтоДы

Описание контролируемых глюкокортикоида-
ми генов проводили в формате базы данных TRRD 
(http://wwwmgs.bionet.nsc.ru/mgs/gnw/trrd/) 
[2, 24, 25] на основе аннотирования научных пуб-
ликаций, содержащих экспериментальные данные  
о различных аспектах регуляции экспрессии этих 
генов. Входом в базу данных TRRD является ген. 
Формат описания гена содержит более 130 инфор-
мационных полей и включает представление данных: 
1) о положении регуляторных районов гена (5’-,  
3’-фланкирующие районы, интроны), их функции 
(промоторы, энхансеры, сайленсеры) и входящих  
в них регуляторных элементах; 2) о стартах транс-
крипции (в том числе множественных в составе одного 
промотора); 3) о сайтах связывания транскрипцион-
ных факторов, их последовательности, принадлеж-
ности к определенному регуляторному району, клю-
чевых для функционирования сайта нуклеотидах;  
4) о транскрипционных факторах, связывающихся  
с сайтами и их влиянии  на транскрипцию гена. Эк-
спериментальные подходы, на основе которых по-
лучены перечисленные данные, фиксируются в базе  
в виде цифровых кодов. Кроме того, в описание гена 
входит блок информационных полей, в который за-
носится информация о паттерне экспрессии гена  
в ходе онтогенеза, в разных клетках и тканях орга-
низма, а также о влиянии различных сигналов на 
уровень его экспрессии. 

В выборку сайтов связывания ГР включали нук-
леотидные последовательности, для которых взаи-
модействие с ГР было установлено с помощью хотя 
бы одного из методов: 1) ДНКаза I футпринтинга  
с использованием очищенного ГР (код соответству-
ющего эксперимента 1. 1. 5.), экзонуклеза III фут-
принтинга с использованием очищенного ГР (код 
2. 1.); 2) геномного футпринтинга в условиях глю-
кокортикоидной индукции (код 1. 5.); 3) задержки 
в геле с использованием очищенного ГР (код 3. 5.), 
экстракта клеток-продуцентов ГР (код 3. 5. 1.), экс-
тракта любых экспрессирующих ГР клеток и анти-
тел против этого белка (3. 6.); 4) защиты от метили-
рования с использованием очищенного ГР (код 4. 1); 
5) осаждения комплекса биотинилированной ДНК  
с очищенным ГР на стрептавидин-агарозных гра-
нулах (код 8); 6) задержки комплекса ДНК с очи-

щенным ГР на нитроцеллюлозных фильтрах (код 9). 
Типичный пример описания сайта связывания ГР 
приведен на рис. 1. В итоге в выборку были включе-
ны 160 последовательностей.

О способности сайтов связывания ГР участвовать  
в глюкокортикоидной индукции судили по результа-
там экспериментов по изучению влияния на уровень 
экспрессии репортерных генов делеции этих сайтов 
(код 6. 1. 2.), разрушения их с помощью направлен-
ного мутагенеза (код 6. 2.) или присоединения сайтов  
к гетерологичным промоторам (коды 6. 3. 3. и 6. 4).

рЕзультаты

I. ХАРАКТЕРИСТИКА МЕСТ СВЯЗЫВАНИЯ 
РЕЦЕПТОРА ГЛЮКОКОРТИКОИДОВ НА ДНК

ГР был одним из первых полученных в чистом виде  
транскрипционных факторов и первым регуляторным 
белком многоклеточных организмов, для которого 
было показано, что он способен опознавать опреде-
ленные участки ДНК [16, 33, 56]. В 1983–1984 го-
дах была предложена первая консенсусная последо-
вательность мест связывания ГР — гексануклеотид 
TGTTCT. Эта последовательность была обнаружена 
в участках ДНК гена лизоцима цыпленка и длинно-
го концевого повтора вируса рака молочных желез 
мыши (LTR MMTV), защищенных ГР от расщепления 
дезоксирибонуклеазой I (ГР футпринтах) [34, 37],  
а ее вариант TGTTCС — в ГР футпринте из промо-
торной области гена металлотионеина IIA человека 
[22]. Позднее на основании анализа, имеющихся в то 
время данных о 25 сайтах связывания ГР из различных 
генов, был выведен консенсус GGTACAnnnTGTTCT 
(рис. 2А) [8], представляющий собой несовершенный 
инвертированный повтор ранее выявленного гекса-
нуклеотида со спейсером из трех нуклеотидных пар.  
Гомологичные этому консенсусу места связывания ГР 
принято называть «палиндромными».

За 20 с лишним лет, прошедших со времени откры-
тия первых мест связывания ГР на ДНК, существенно 
возрос объем информации об организации регуляторных 
районов контролируемых глюкокортикоидами генов и о 
механизмах глюкокортикоидной регуляции. Многократ-
но увеличилось также число выявленных мест связы-
вания ГР. В GR-TRRD нами собрано 160 нуклеотидных 
последовательностей мест связывания ГР, найденных  
в регуляторных районах 77 генов позвоночных живот-
ных, контролируемых глюкокортикоидами. Следует  от-
метить, что  только 87 из 160 сайтов выборки являются 
«палиндромными». Для них число несовпадений с ин-
вертированным повтором AGAACAnnnTGTTCT не пре-
вышает шести, причем каждая из половин повтора имеет 
не более трех несовпадений. Большая часть мест связы-
вания ГР данной группы характеризуется очень высокой 
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степенью гомологии с этой последовательностью. Для 52 
сайтов число несовпадений не превышает трех, при этом  
в любой из половин находится не более двух несовпа-
дений. 40 % сайтов выборки (64) не являются «палин-
дромами». В их последовательностях содержится только 
гексануклеотид TGTTCT (число несовпадений от 0 до 2), 
а в примыкающей к нему 5’-области  не обнаруживается 
более двух совпадений с левой половиной инвертирован-
ного повтора. При этом ни в одном из 16 сайтов, имею-
щих два совпадения, они не приходятся одновременно на 
G в позиции 2 и C в позиции 4, являющиеся критически-
ми для связывания ГР [41]. 

Кроме того, выборка содержит 3 сайта, органи-
зованных в виде прямого повтора гексануклеоти-
да TGTTCT, с которыми связывается гетеродимер 
глюкокортикоидного и минералокортикоидного ре-
цепторов, 4 связывающих ГР участка, не содержа-
щих гомологов гексануклеотида, а также один сайт, 
содержащий два перекрывающихся «палиндрома»,  
с которым связывается тетрамер ГР, и один сайт, где 
«палиндром» перекрывается с гексануклеотидидом и 
с которым связывается  тример рецептора.

Увеличение выборки мест связывания ГР и раз-
деление их на группы позволило уточнить консенсус 
«палиндромных» сайтов. На рис. 2Б представлены 
частотная матрица и консенсус, составленные нами 
на основании анализа 87 последовательностей мест 
связывания ГР, в которых выявляются обе половины 
инвертированного повтора. Сравнение их с частотной 

матрицей и консенсусом, выведенными Беато и сотр. 
[8], показывает, что в результате увеличения объ-
ема выборки и исключения «полусайтов» усилилась 
консервативность мотива ACA в позициях 4–6 левой 
части. В то же время несколько уменьшилась встре-
чаемость G в позиции 1; в этой позиции примерно 
с такой же частотой, что и G,  встречается А. Ради-
кальные изменения произошли в позиции 3, где, как 
оказалось, вместо T, указанного в  консенсусе Беато, 
может стоять любой другой нуклеотид, при некото-
ром предпочтении А. Консервативность правой части 
осталась примерно на том же уровне, что и в ранее 
выведенном консенсусе при некотором уменьшении 
частоты встречаемости T в последней позиции. 

В настоящее время для поиска потенциальных 
мест связывания ГР используются два варианта 
«палиндромной» нуклеотидной последовательнос-
ти. Чаще — консенсус Беато GGTACAnnnTGTTCT 
[8], реже — совершенный инвертированный повтор 
AGAACAnnnTGTTCT. Результаты нашего исследова-
ния показывают, что вариант AGAACAnnnTGTTCT 
ближе к действительности, чем GGTACAnnnTGTTCT, 
однако лучшим является новый вариант консенсуса 
G/aGnaCannnTGTTCT.

Поскольку для подавляющего большинства 
(>70 %) «палиндромных» мест связывания нашей 
выборки имеются данные о их участии в глюкокор-
тикоидной индукции, мы провели сравнение выведен-
ного нами «статистического консенсуса» с данными  
о влиянии на глюкокортикоидную индукцию всех воз-
можных нуклеотидных замен  в «палиндромном» мес-
те связывания ГР из LTR MMTV [32]. Приведенные 
на рис. 2В данные показывают, что критическими для 
глюкокортикоидной индукции являются  мотив TGT 
в позициях 10–12 и C в позиции 14, что полностью 
совпадает с ярко выраженным преобладанием этих 
нуклеотидов в указанных позициях в нашей выборке 
«палиндромных» мест связывания ГР (рис. 2Б). Од-
нако этот конкретный сайт допускает полную свобо-
ду выбора нуклеотида в позиции 13 и равный вклад 
в глюкокортикоидную индукцию С и Т в позиции 15. 
Что касается левой части «палиндрома», то здесь на-
иболее критическими оказываются А и С в позици-
ях 4 и 5 (мотив АСА «статистического консенсуса»)  
и существенно снижена роль G в позиции 2 и A  
в позиции 6 по сравнению с тем, чего можно было 
бы ожидать, исходя из высокой частоты их встречае-
мости в выборке. В целом же данные, полученные на 
основе обобщения информации о 87 местах связыва-
ния ГР, и результаты мутационного анализа одного из 
природных сайтов  хорошо согласуются. 

Важным результатом анализа всей выборки из 160 
нуклеотидных последовательностей мест связывания 
ГР является установление инвариантности спейсера 
из 3 п. н. между частями инвертированного повтора.   

Рис. 1. Описание в формате TRRD сайта связывания Гр из гена 
ß2 адренэргического рецептора крысы (фрагмент входа А00769)

SiteAC 
  S3582
GineID
  Rn:B2AR 
SiteName
  GRE; glucocorticoid response element
DatabaseReference 
  SAMPLES;GR;
FactorName 
  GR; glucocorticoid receptor 
FactorInfluence 
  increase
Sequence 
  GGgtgAgctTGTTCT
Sequence position
  -599 to -585
DNA_BankLink 
  EMBL:U35448:3113
ExperimentCodes
  3.5 (GR)[Cornett L.E. et al., 1998]
  HepG2: 3.2.1, 3.2.2, 3.6, 6.1.1, 6.3.2 

[Cornett L.E. et al., 1998]
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Во всей коллекции был найден только один сайт свя-
зывания ГР, организованный в виде инвертированного 
повтора со спейсером другой длины (4 п. н.).  Ранее 
при исследовании «палиндромных» мест связывания 
ГР из LTR MMTV и –2.5 т. п. н. энхансера гена тирози-
наминотрансферазы (тат) крысы было показано, что 
искусственное увеличение (до 4 п. н.) или уменьшение 
(до 2 п. н.) спейсера приводит к резкому уменьшению 
сродства к ГР и потере способности обеспечивать глю-
кокортикоидную индукцию [11, 12]. Наши результаты 
не только хорошо согласуются с экспериментальными 
данными, полученными на этих конкретных сайтах, но 
и указывают на общий характер данного свойства «па-
линдромных» мест связывания ГР.

Значительное число мест связывания ГР имеет 
те или иные отклонения от консенсусной последова-
тельности. Поскольку ГР принадлежит небольшой 
группе ядерных рецепторов (рецепторы глюкокорти-
коидов, минералокортикоидов, прогестинов и андро-
генов), в основе мест связывания которых лежит мо-
тив TGTTCT, а места связывания остальных ядерных 
рецепторов содержат мотив TGACCT [2, 6, 23, 28], 
представлялось весьма интересным выяснить, не 
приводят ли наблюдаемые отклонения от консенсу-
са к формированию «чужого» мотива в каких-нибудь 
встречающихся в природе сайтах связывания этого 
белка. Из данных приведенных на рис. 2Б и 3 видно, 
что замена Т на А в третьей позиции гексануклеоти-
да встречается в некоторых сайтах, и гораздо чаще 
встречается замена Т на С в его четвертой позиции. 
Однако ни в одном из мест связывания ГР нашей вы-
борки эти замены не встречались одновременно, что, 
по-видимому, свидетельствует о существовании эво-
люционных механизмов, поддерживающих разделе-
ние сайтов для двух групп ядерных рецепторов.
II. СТРУКТУРНЫЕ ВАРИАНТЫ 
ГЛЮКОКОРТИКОИДНЫХ РЕГУЛЯТОРНЫХ 
ЭЛЕМЕНТОВ

Известно, что ГР связывается с «палиндромны-
ми» сайтами в виде гомодимера, а с одиночными гек-
сануклеотидами в виде мономера [13, 43, 52]. Сродс-
тво димера ГР к «палиндромным» сайтам на порядок 
выше, чем сродство мономера к гексануклеотидным 
[5, 13, 18, 35, 40]. Установлено, что при связыва-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

A 29 23 25 26 20 20 34 29 34 2 0 2 9 4 13

C 15 21 21 26 15 26 22 23 23 3 3 6 22 94 18

G 31 22 23 26 28 20 15 19 14 6 94 6 3 1 0

T 25 34 31 22 37 34 29 29 28 89 3 86 66 1 69

Cons N N N N N N N N N T G T T C T

Рис. 3. Частотная матрица и консенсус, полученные в результате анализа 64 «гексануклеотидных» мест связывания Гр. Частоты 
встречаемости нуклеотидов выражены в %

нии ГР с «палиндромом» сначала одна молекула ГР 
(мономер) взаимодействует с правой частью повтора 
(TGTTCT, лучший полусайт), а затем вторая молеку-
ла связывается с худшим полусайтом, стабилизируя 
комплекс ГР с ДНК [12, 13, 50]. Механизм коопе-
ративного взаимодействия ГР с «палиндромным» 
сайтом включает аллостерическое влияние такого 
сайта на конформацию белка-рецептора. Так, пока-
зано, что связывание одной молекулы ГР с «палин-
дромом» приводит к изменению в конформации ее 
ДНК-связывающего домена (DBD) — реориентации 
D-петли, что создает димеризационный интерфейс  
с другой мономерной субъединицей ГР [47]. Му-
тации в DBD — Ser459Ala и Pro493Arg в D-петле 
приводят к конститутивному проявлению димериза-
ционной поверхности, в результате чего ГР димери-
зуется на неспецифической ДНК [49]. Показано, что 
«палиндромные» сайты, как правило, обеспечивают 
глюкокортикоидную индукцию репортерных генов 
при присоединении в единственной копии к гетеро-
логичному промотору [17, 21, 38, 40, 45, 48]. В от-
личие от этого, встраивание одиночных гексануклео-
тидных сайтов в подобные конструкции не приводит  
к появлению глюкокортикоидной индуцибельности  
[7, 13, 21, 29, 53]. Все эти данные способствовали 
формированию представления о «палиндромном» 
принципе организации элементов глюкокортико-
идной регуляции (glucocorticoid response elements; 
GREs), которое автоматически стало воспринимать-
ся и как основной принцип организации мест связы-
вания ГР [3, 6, 22, 28, 42].

Однако в результате анализа собранной нами кол-
лекции мест связывания ГР выяснилось, что только 
чуть больше половины из них соответствуют  класси-
ческим GREs. 40 % сайтов содержат лишь гексанук-
леотид, и, тем не менее, для многих из них показано 
участие в глюкокортикоидной индукции содержащих 
их генов (из 64 гексануклеотидных сайтов для 22 
имеются доказательства участия в глюкортикоид-
ной индукции, еще 24 выявлены в генах, позитивно 
регулируемых глюкокортикоидами). Поскольку ГР 
взаимодействует с такими сайтами в виде мономера, 
можно было предполагать, что, как и в случае строго 
мономерных ядерных рецепторов (SF1, LRH1, ROR, 
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ERR) [3, 6, 22, 28], гексануклеотидный мотив этих 
мест связывания расширен в 5’-направлении за счет 
дополнительных консервативных позиций. Известно, 
что такое 5’-расширение обеспечивает достаточно 
высокое сродство мономерных рецепторов к их сай-
там связывания и способность таких сайтов влиять на 
транскрипцию репортерных генов [15, 55].  Но анализ 
последовательностей мест связывания ГР, содержа-
щих одиночные гексануклеотиды, не обнаружил в них 
никаких следов характерного для мономерных рецеп-
торов 5’-расширения (рис. 3). Полученный результат 
указывает на различия в механизмах регуляции экс-
прессии генов облигатно мономерными ядерными ре-
цепторами и мономерной формой ГР.

Анализ данных литературы позволяет предполагать 
несколько механизмов участия мономеров ГР и гексанук-
леотидных «полусайтов» в глюкокортикоидной индукции:

1) взаимодействие мономеров гр (образова-
ние гетеродимеров) с другими факторами транс-
крипции. Наиболее изученным примером гетероди-
меризации является взаимодействие мономера ГР  
с неродственным ему белком XGRAF, сайт связывания 
которого вплотную примыкает к месту связывания 

рецептора — гексануклеотиду TGTTCC, располо-
женному  в позиции –168/–162 п. н. в промоторной 
области гена g-фибриногена шпорцевой лягушки (но-
мер входа в TRRD A00734) (рис. 4). Авторы назвали  
объединение сайтов связывания ГР и XGRAF — GRu 
(glucocorticoid responsive unit, объединение глюко-
кортикидной регуляции) [30]. Показано, что эта GRU 
способна придавать глюкокортикоидную индуци-
бельность чужеродному промотору. Показано также 
прямое белок-белковое взаимодействие ГР и XGRAF  
и установлено, что связывание любого из факторов 
(ГР или XGRAF) с GRU увеличивает сродство парт-
нера к такому ДНК-белковому комплексу в 30 раз 
по сравнению со свободной от белков GRU [30]. 
Таким образом, связывание мономера ГР с гекса-
нуклеотидным сайтом стабилизируется другим бел-
ком, имеющим близко расположенный сайт связы-
вания на ДНК, подобно тому, как второй мономер 
ГР стабилизирует связывание первого мономера 
ГР на «классических» палиндромных сайтах [12, 
13, 50].

Сходное взаимодействие мономера ГР с другим 
белком (Ets2) происходит в промоторном районе гена 

            XGRAF ГР

agaaaaGAGTTAATGTTCCctctta ген γ-фибриногена шпорцевой лягушки

              -175            -169        -163 

ГР                                      Ets 

gacTGCTGTgctccccctcacaatTGGAAGcca ген СYP 27 крысы
  -276      -261        -250       -244

     Myc/Max
Homeo ГР

tgaaaagTAATTACACGTGTTCTagcttcc ген β1-адренэргического рецептора овцы

           -1254                      -1239 

                                PTF1 ГР

ctccATGGGAgtttctgaagaaccttCAGCTGTGcac -//-aaaTGTACTttt ген α –амилазы мыши

 -157 -132        -39         -33 

Рис. 4. участки генов, где происходит гетеродимеризация Гр  с другими факторами транскрипции. Прямоугольниками показаны 
места связывания транскрипционных факторов. Жирным шрифтом выделены гексануклеотидные сайты, с которыми связывается 
мономер Гр. цифрами обозначены расстояния до старта транскрипции (в случае гена ß1-адренэргическийого рецептора — старта 
трансляции)
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СYP27 крысы (А01395). В этом районе обнаружено 
единственное место связывания ГР (гексануклеотид  
в позиции –266/–261 п. н.), необходимый для глюко-
кортикоидной индукции. Но точно также для нее не-
обходим  сайт связывания транскрипционных факто-
ров семейства Ets в позиции –250/–244 п.н. (рис. 4). 
Показан непосредственный контакт ГР и Ets2, ко-
торый происходит при участии ДНК-связывающих 
доменов  этих белков [31]. В прилегающей к промо-
тору регуляторной области гена ß1-адренэргичес-
кого рецептора овцы (А01873) ГР взаимодействует  
с членом семейства Myc/Max, а также неизвестным 
гомеодомен-содержащим белком, сайты связывания 
которых вплотную примыкают к гексануклеотиду. 
Совокупность этих сайтов (область –1254/–1239)  
и взаимодействующих с ними белков формируют фун-
кциональный ансамбль, обеспечивающий глюкокор-
тикоидную индукцию данного гена [51] (рис. 4). В гене  
a-амилазы 2 мыши (А00871) такой функциональный 
ансамбль возникает в результате взаимодействия мо-
номера ГР с фактором PTF1, сайты связывания ко-
торых находятся на расстоянии около 100 п. н. друг 
от друга (рис. 4) [46]. Показано, что в подобных си-
туациях контакт между связавшихся с этими сайтами 
белками происходит с образованием петли ДНК [44].

2) мультимеризация гр при связывании с клас-
терами гексануклеотидных сайтов в регулятор-
ных районах генов. Хорошо изученным кластером, 
содержащим 3 гексануклеотида, является участок  
–120/–80 п. н. из LTR MMTV (А00045) (рис. 5). 
Показано, что с этим участком связывается мульти-
мер ГР, состоящий из трех или четырех мономеров. 
Сродство этого мультимера к трехгексануклеотидно-
му кластеру такое же, как сродство димера ГР к па-
линдромному GRE (–191/–167 п. н. в LTR MMTV) 
[35]. Вклад в глюкокортикоидную индукцию участка  
–120/–80 п. н. из LTR MMTV, содержащего кластер, 
и палиндромного места связывания ГР (–191/–167 
п. н.) также одинаков [10]. В случае мультимериза-
ции взаимодействие между молекулами ГР происхо-

дит без участия D-петли ДНК-связывающего домена 
[4,27], необходимой для образования гомодимеров ГР 
на «палиндромных» сайтах. При мультимеризации 
используется другой димеризационный интерфейс, 
расположенный на С-конце молекулы рецептора  
в лиганд-связывающем домене (LBD) [9]. Кроме того, 
имеются данные, указывающие на то, что в муль-
тимеризации ГР наряду с LBD может участвовать и  
N-конец молекулы рецептора [4] .

Обеспечивающие глюкокортикоидную индукцию 
кластеры из трех гексануклеотидов, расположенных в 
пределах отрезка длиной 71–88 п. н., содержатся так-
же в генах алкогольдегидрогеназы человека (А00379) 
и фенилаланиндегидрогеназы мыши (А00768) (рис. 5).  
В промоторной области гена g-фибриногена шпорце-
вой лягушки (A00734) тоже можно выделить подоб-
ный кластер, но его первый гексануклеотид входит  
в состав GRU, на которой происходит гетеродиме-
ризация ГР и XGRAF (рис. 5). Показано, что вклад  
GRU в глюкокортикоидную индуцибельность со-
ставляет около 40 %, остальное приходится на долю 
двух нижележащих гексануклеотидных сайтов [30]. 
Можно предполагать, что такая конфигурация сайтов 
связывания ГР в гене g-фибриногена либо приводит  
к образованию тримера ГР, одна из субъединиц ко-
торого взаимодействует с XGRAF, либо дополнитель-
ные места посадки ГР необходимы для увеличения  
локальной концентрации рецептора и повышения ве-
роятности его взаимодействия с XGRAF.

3) Функционирование гексануклеотидных сай-
тов в качестве вспомогательных элементов по от-
ношению к «палиндромным» GREs. В регуляторных 
районах генов гексануклеотидные сайты часто рас-
полагаются  вблизи классических мест связывания 
ГР, организованных в виде инвертированного пов-
тора. Для ряда таких случаев показана необходи-
мость гексануклеотидных сайтов для усиления (или 
даже осуществления) глюкокортикоидного ответа. 
Например, в глюкокортикоид-зависимом энхансере  
(–2.5 т. п. н.) гена ТАТ крысы (А00026) «палиндром-

Промотор гена алкогольдегидрогеназы 2 (ADH2)
человека

-3,5 т.п.н энхансер гена фенилаланингидроксилазы

(PAH) мыши

Промотор гена γ-фибриногена шпорцевой лягушки

LTR MMTV 

-250 -200 -150

TTTTCСT TGTAAT TGTTTT

-180 -160 -140 -100-120

TGTTCATGTTCT TGTTCT

900

TGTTCTTGTCCCTGTACT

800

-110-130 -90 -70

TGTTCT TGTTCTTGTTCT

Рис. 5. Кластеры гексануклеотидов в регуляторных районах генов.
цифрами обозначены расстояния до старта транскрипции (в случае энхансера гена PAH мыши от начала секвенированного 
фрагмента). В генах ADH2 человека и PAH мыши указанные гексануклеотиды расположены в комплиментарной цепи ДнК
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ный» сайт связывания ГР (GREII, –2500 п. н.) соседс-
твует с двумя гексануклеотидными сайтами (GREIII, 
– 2450 п. н. и GREI, –2600 п. н.). Показано, что фраг-
мент энхансера, содержащий только GREII, обеспечива-
ет 15–20-кратную индукцию глюкокортикоидами, фраг-
мент, включающий лишь GREIII, не активен, а фрагмент, 
содержащий оба сайта, обеспечивает 30-кратную глю-
кокортикоидную индукцию (роль GREI в глюкокортико-
идной индукции не изучалась) [21] (рис. 6А). В гене ре-
цептора тиреодного рилизинг-фактора человека (TRHR) 
(A02464) в позиции –892/–887 п. н. имеется гекса-
нуклеотидный сайт связывания ГР, а в позиции –623/ 
–609 п. н. — «палиндромный». Оба сайта необходимы 
для глюкокортикоидной индукции — мутационное пов-
реждение любого из них приводит к полной потере инду-
цибельности [20] (рис. 6А). В промоторном районе гена 
печеночной арилсульфотрансферазы (SULT1A1) крысы 

-900 -800 -600

TGTTCT aGgACAattTCTTCT

-700

-2600 -2500 -2400

TGTTCT tGtACAggaTGTTCT TGTTCT(C) 

Ген ТАТ крысы

Ген THRH человека

A

-350 -250 -150

TGTTCС(С) gGgACcatcTGTTCT(С)TGTTCT(С)

  250   350   450 

TGTTCT aGAgCAgttTGTTCT

-600 -500  -400 

TGTTCT(С)aaaACAtttTGTTCT(C)

LTR вируса саркомы

Молони

Ген CPS1 крысы

Ген ангеотензиногена

крысы

Б

ген SULTA1 крысы 5’- TGTTTCtggagaacagccagtcca - 3’

         3’-acaaagaccTCTTGTcggtCAgGt- 5’ 

ген CAR человека  5’- tgaacaactGccCttgtTGTTCT -3’

 3’- aCTTGTtgacgggaacaacaaga-5’

-84                              -60 

-4458                         -4425 

(А02453) в непосредственной близости от «палиндром-
ного» места связывания ГР располагается гексанук-
леотид, но в другой цепи (рис. 6А). Удаление гексанук-
леотида приводит к двукратному уменьшению уровня 
глюкокортикоидной индукции этого гена [14].

Сходные варианты сочетаний «палиндромных» 
и гексануклеотидных мест связывания ГР имеются  
в LTR вируса саркомы Молони(А00079), генах кар-
бамоилфосфатсинтетазы 1 (CPS1) (А00757) и ангио-
тензиногена крысы (А00060), и в гене конститутивно-
го рецептора андростанов (CAR) человека (А02491) 
(рис. 6Б). Хотя во всех этих случаях показано толь-
ко связывание ГР с соответствующими участками,  
а роль их в глюкокортикоидной индукции не изуча-
лась, можно предполагать, что в этих генах гексанук-
леотидные «полусайты» также выполняют функцию 
помощников «палиндромных» GREs.

Рис. 6. Варианты расположения «палиндромных» и гексануклеотидных мест связывания Гр в контролируемых глюкокортикоидами 
генах. А — участие гексануклеотидов в глюкокортикоидной регуляции генов доказано, Б — не изучалось. цифрами обозначены 
расстояния до старта транскрипции (в случае энхансера гена CPS1 крысы от начала секвенированного фрагмента). (с) означает, 
что приведенные последовательности расположены в комплиментарной цепи ДнК
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обсужДЕНИЕ

В современной литературе при описании механизмов 
глюкокортикоидной регуляции используются множество 
терминов: сайт связывания рецептора глюкокортикои-
дов — glucocorticoid receptor binding site (GRbs), глюко-
кортикоидный регуляторный элемент — glucocorticoid 
responsive element (GRE), элемент, опознаваемый глю-
кокортикоидным рецептором — glucocorticoid receptor 
recognition element, палиндромный GRE — palindromic 
GRE, полусайт GRE — GRE half site, композитный 
GRE — composite GRE, негативный GRE — negative 
GRE, присоединенный GRE — thethering GRE и др. 
При этом важно отметить, что  в подавляющем боль-
шинстве работ основополагающие понятия: сайт связы-
вания ГР (GRbs) и глюкокортикоидный регуляторный 
элемент (GRE) — не разделяются и используются как 
синонимы. Все авторы выделяют только, так называе-
мые, «присоединенные» GREs, поскольку эти элемен-
ты представляют собой места связывания других фак-
торов транскрипции, с которыми ГР взаимодействует за 
счет белок-белковых взаимодействий, не контактируя  
с ДНК, и таким образом влияет на экспрессию содер-
жащих подобные элементы генов. C другой стороны, не 
всякий участок специфического связывания ГР на ДНК 
(GRbs) можно называть GRE. 

Строго говоря, сайтом связывания любого транс-
крипционного фактора на ДНК является участок этой 
молекулы, сродство которого к данному белку повы-
шено за счет определенной последовательности нук-
леотидов, отличающей его от других участков ДНК. 
Для рецептора глюкокортикоидных гормонов такой 
последовательностью является гомолог гексануклео-
тида TGTTCT, с которым связывается одна молекула 
рецептора. Равновесная константа диссоциации та-
кого комплекса составляет 9,1х10–10 М, что на два 
порядка (~в 400 раз) меньше константы диссоциа-
ции комплекса ГР с неспецифической ДНК [13, 35]. 
Таким образом, гексануклеотид — это фактически  
и есть сайт связывания рецептора глюкокортикоидов 
(GRbs), что нашло отражение в самом раннем ва-
рианте консенсуса — TGTTCT [22, 34, 37]. Однако 
прочности комплекса ГР с гексануклеотидом, по-ви-
димому, еще недостаточно для того, чтобы такой сайт 
связывания мог осуществлять функцию регуляторно-
го элемента [7, 13, 21, 29, 53]. Кроме того, столь ко-
роткая последовательность, которая при допущении 
1–2 несовпадений встречается в каждых ~300 нт, 
вряд ли может обеспечить распознавание глюкокор-
тикоидным рецептором регулируемых им генов. 

Регуляторные глюкортикоидные элементы фор-
мируются на основе гексануклеотидных сайтов. При 
этом используется три основных принципа повышения 
стабильности комплексов рецептора с ДНК. Самый 
распространенный из них — дублирование гексанук-

леотида с образованием инвертированного повтора 
со спейсером из 3 п. н. Именно этот вариант вошел 
в литературу как классический (палиндромный) GRE 
и отражен в общепринятых консенсусах этого эле-
мента GGTACAnnnTGTTCT и AGAACAnnnTGTTCT. 
На организованных таким образом сайтах собирается 
гомодимер ГР, в результате чего происходит увеличе-
ние стабильности комплексов ГР/ДНК примерно на 
порядок, и такие элементы становятся способными 
обеспечивать глюкокортикоидную индукцию. Таким 
образом, из двух сайтов связывания ГР образуется 
регуляторный элемент — GRE. Дублирование гек-
сануклеотидного GRbs также существенно повышает 
специфичность распознавания.

Однако оказывается, что такого же результата мож-
но достичь и при более чем двукратном повторении гек-
сануклеотидных GRbs, имеющих одинаковую ориента-
цию. Примером этому является GRE из LTR MMTV, 
организованный в виде кластера трех гексануклеоти-
дов, на котором формируется мультимер ГР (рис. 5). 
Стабильность образовавшегося комплекса сравнима 
со стабильностью «классических» комплексов гомо-
димер ГР — «палиндромный» сайт и такой комплекс 
также в состоянии обеспечивать глюкокортикоидную 
индукцию [10, 35]. По-видимому, этот случай образо-
вания функционального GRE за счет мультимеризации 
ГР на кластере гексануклеотидов не единственный. 
Так, в нашей выборке из 77 регулируемых глюкокор-
тикоидами генов можно выделить по крайней мере еще 
три, имеющих подобные кластеры. Учитывая, что по 
современным оценкам число контролируемых глюко-
кортикоидами генов превышает тысячу [39, 54], мож-
но ожидать обнаружения нескольких десятков GREs, 
организованных согласно этому принципу.

Другим способом увеличения прочности комплек-
са является гетердимеризация ГР с другими факторами 
транскрипции, когда связывание мономера ГР с гекса-
нуклеотидным сайтом стабилизируется другим белком, 
сайт связывания которого находится вблизи гексанук-
леотида. Фактически в этих случаях другой фактор иг-
рает роль второго мономера ГР, стабилизирующего свя-
зывание первого мономера на «палиндромных» сайтах. 
Ярким примером этому является гетеродимеризация ГР 
с XGRAF (рис. 4) [30]. Имеется еще несколько примеров 
доказанных взаимодействий  связанных с гексануклеоти-
дом ГР с другими факторами транскрипции, необходимых 
для осуществления глюкокортикоидной индукции. Пос-
кольку регуляторные зоны многих контролируемых глю-
кокортикоидами генов недостаточно хорошо изучены, 
можно думать, что организованных по такому принципу 
GREs на самом деле гораздо больше. В первую очередь, 
подобные GREs могут быть обнаружены в результате 
детального исследования ответственных за глюкокор-
тикоидную индукцию районов генов, в которых найдены 
необходимые для ее осуществления одиночные гексанук-
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леотиды. Кроме того, такие GREs могут быть найдены 
среди гексануклеотидов — «помощников палиндромов» 
при изучении их ближайшего окружения. 

Обнаружение значительного числа «неканонических» 
мест связывания ГР в различных генах и наличие не свя-
занных с классической гомодимеризаций ГР механизмов 
глюкокортикоидной индукции позволяет лучше понять 
результаты экспериментов с мутационным повреждением 
D-петли ДНК-связывающего домена ГР. Известно, что в 
отличие от гибнущих сразу после рождения мышей с пол-
ностью дефектным ГР (gr–/gr–) мыши, гомозиготные по 
мутации в  D-петле рецептора (dim–/dim–), вполне жиз-
неспособны и у них наблюдается нарушение регуляции 
лишь части контролируемых глюкокортикоидами генов 
[36]. Более того, в экспериментах на  клеточных культурах 
для некоторых генов показан  «парадоксальный» эффект 
значительного усиления глюкокортикоидной индукции в 
случае такой мутации. Например, экспрессия репортерно-
го гена, находящегося под контролем промоторного райо-
на гена  фенилэтаноламин-N-метилтрансферазы крысы 
(А02197), содержащего как 4 палиндромных последова-
тельности, так и множественные полусайты,  усиливается 
(в 2–3 раза) при использовании мутанта ГР по D-петле по 
сравнению с ГР дикого типа [4]. Авторы объясняют этот 
эффект мультимеризацией ГР за счет взаимодействий С- 
и N- концов молекул рецептора [4, 9] и большим, по срав-
нению с димерами, трансактивирующим потенциалом 
таких мультимеров. Похожие результаты были получены 
для гена инозитолгексафосфаткиназы 3 человека [54]. 

Таким образом, большой объем собранной нами кол-
лекции  экспериментально выявленных мест связывания 
ГР позволил провести их разделение по типу консерва-
тивной нуклеотидной последовательности и выделить 
различные структурные варианты элементов глюко-
кортикоидной регуляции. Результаты этого исследова-
ния показывают, что общепринятый в настоящее время 
консенсус сайтов связывания ГР GGTACAnnnTGTTCT 
(AGAACAnnnTGTTCT) фактически описывает самый 
распространенный в природе принцип организации  
GREs. Однако существуют и другие принципы орга-
низации этих элементов, на  долю которых приходится 
почти половина GREs.

Работа выполнена при частичной поддержке Про-
граммы РАН по физико-химической биологии (10.4).  
Авторы выражают благодарность Л. О. Брызгалову  
за помощь в оформлении рисунков и И. В. Лоховой за 
помощь в сборе литературных источников.
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BINdING SITE FOR GLuCOCORTICOId RECEPTOR ON 
dNa aNd STRuCTuRaL VaRIaNTS OF GLuCOCORTICOId 
RESPONSIVE ELEMENTS: aNaLySIS OF GR-TRRd 
daTaBaSE

V. M. Merkulov, T. I. Merkulova

`	 SuMMaRy: GR-TRRd section of TRRd database accumulates the 

largest out of currently published samples of nucleotide sequences 

that are experimentally proved to bind glucocorticoid hormone recep-

tor (GR).  This sample consists of 160 glucocorticiod receptor binding 

sites (GRbss) from �� vertebrate genes controlled by glucocorticoids. 

analysis of the sample has shown that the structure of only half of GRbss 

(54%) corresponds to traditional viewpoint about structural organiza-

tion of glucocorticoid response element (GRE) as an inverted repeat 

of hexameric half-site sequence TGTTCT. 40% of GRbss contain only 

hexameric half-site. Notably, there exist experimental evidence about 

participation of most of these GRbss in glucocorticoid regulation. as a 

result of increasing the number of sequences in the sample of GRbss, 

we have specified the consensus of sites organized in a form of inverted 

repeat (palindromic GREs). On the basis of literature data several pos-

sible mechanisms of action of noncanonical GRbss containing hexameric 

half-sites in glucocorticoid induction are proposed.
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