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взАимодействие рекомбинАнтного  
тАтА-связывАЮЩего белкА с тАтА-боксАми  
промоторов генов млекопитАЮЩих

У эукариот известно три ядерных ДНК-зависимых РНК-полимеразы, ко-
торые считывают всю информацию, необходимую для поддержания жизнеде-
ятельности: РНК-полимераза I, РНК-полимераза II и РНК-полимераза III. 
Остановимся на РНК-полимеразе II, которая  считывает все гены, кодирую-
щие белки, и ее центральном регуляторном элементе — кор-промоторе. Кор-
промотор и собирающийся на нем базальный транскрипционный комплекс 
являются конечной мишенью действия всех транскрипционных факторов, 
участвующих в регуляции транскрипции РНК-полимеразы II.  Кор-промотор  
расположен на расстоянии 35 нуклеотидов влево или вправо от нуклеоти-
да, инициирующего транскрипцию и длина его обычно ~40 пар нуклеотидов 
[27]. Наиболее часто встречающиеся элементы кор-промотора — это ТАТА-
бокс, Inr-элемент, нижний промоторный элемент (DPE) и  элемент, узнаю-
щий TFIIB (BRF).  Нужно отметить, что эти сайты найдены не во всех кор-
промоторах: в одних встречаются одни из них, в других — другие. Все они 
выполняют специфические функции в процессе считывания генетической 
информации. В целом кор-промотор — это участок, на котором собирается 
и работает транскрипционный комплекс РНК-полимеразы II, включающий, 
кроме самого фермента, базальные (или общие) факторы транскрипции: 
TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIF, TFIIE и TFIIH [26]. Важно отметить, что TFIID — 
это мультисубъединичный фактор, в состав которого входит ТАТА-связыва-
ющий белок (ТВР) в качестве самостоятельной субъединицы.  Кроме того,  
в TFIID входят факторы, связанные с ТВР — TAFs, которые называют по 
их молекулярным весам: TAF 250, TAF 150 и т. д. [31]. Сборка базального 
транскрипционного комплекса, осуществляющего нерегулируемую транс-
крипцию на ТАТА-содержащих промоторах РНК-полимеразы II, начинается 
с присоединения ТВР к ТАТА-боксу. К комплексу «ТВР-ТАТА» присоеди-
няются базальные факторы в следующем порядке: TFIIB, TFIIA, РНК-по-
лимераза II часто уже в комплексе с TFIIF,  затем TFIIE и TFIIH [31]. При 
сборке транскрипционного комплекса, осуществляющего регулируемую, 
зависимую от активаторов транскрипцию, с ТАТА-боксом взаимодействует 
ТВР, находящийся в окружении TAFs и активаторов [30]. 

Имеющиеся в литературе данные свидетельствуют о допустимой вари-
абельности консенсуса ТАТА-элемента. В работах [22, 8] показано, что за-
мены в ТАТА-боксе промотора SV40 (ТАТАААА→ТАТТТАТ и ТАТАААА→
ТАТАСА) вызывают снижение сродства дрожжевого ТВР к ДНК примерно 
в 4 раза, нуклеотидная замена в ТАТА-боксе промотора гена hsp70 (ТАТА→
TGTA) приводит к снижению уровня транскрипции примерно в 10 раз, а 
аналогичные замены в промоторе гена his3 (TATA→TGTA и TATA→TATG) 
снижают уровень транскрипции почти в 100 раз. Wobbe и Struhl [34] пока-
зали, что мутации в консенсусе Т1А2Т3А4А5А6А7, функционирование которого  
анализировали в контексте двадцати пяти промоторов, поразному снижали 
активность промотора. Так, мутации в 1 и 6, 3 и 6 положениях последова-
тельности (Т1→С, Т3→С, А6→G) снижали активность промоторов до 30% 
по сравнению с диким типом. Мутации, приводящие к последовательностям 
ТАААААА и TATGAA, снижали активность промоторов до нерегистриру-
емого уровня. Более тонкие влияния мутаций отмечали, когда сравнивали 
последовательность TATNTA с TATNAA, где N — любой нуклеотид. Когда 
N=C или G, или T, то замена А5 на Т приводила к увеличению активности  
в 2 раза. Но когда N=A, то замена А5 на Т снижала транскрипцию до 30 %. 
Из этих экспериментов также видна роль последовательностей, фланкирую-
щих ТАТА-бокс: ТАТА-боксы  с одинаковыми мутациями могут быть хороши-
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ми или плохими субстратами в зависимости от контекста 
ДНК, в котором они расположены.

Анализ аминокислотной последовательности ТВР 
человека, плодовой мушки, дрожжей и Arabidopsis пока-
зал, что он состоит из филогенетически консервативной  
С-терминальной части (карбокситерминальный до-
мен — CTD) длиной в 180 аминокислотных остатков, 
и вариабельной N-терминальной части [9]. C помощью 
генетических и биохимических исследований показано, 
что С-терминальный домен ТВР дрожжей необходим и 
достаточен для специфического связывания с ДНК in 
vitro, а также для базальной и активированной транс-
крипции in vivo и in vitro [20, 16]. Карбокситерминальный  
домен  более чем на 80 % идентичен у ТВР разных видов 
[9], он  один может направлять эффективную и специ-
фическую транскрипцию in vitro при добавлении других 
базальных факторов транскрипции и РНК-полимеразы 
II. N-терминальная часть ТВР вариабельна по длине и 
структуре у разных организмов [10]. На основании того, 
что удаление части N-терминального домена с помощью 
протеолиза или  мутагенеза  приводит к появлению белка 
с сильно повышенной ДНК-связывающей активностью, 
некоторые исследователи предполагают регулирующую 
роль N-домена в функционировании С-домена [18, 35, 
14, 17]. Lee и др. [16] на основании проведенных иссле-
дований предполагают, что N-терминальная область ТВР 
выполняет автоингибирующую функцию in vivo. Потерей 
этой функции можно объяснить ингибирование клеточ-
ного роста избыточным количеством С-терминального 
домена даже в присутствии дикого типа ТВР [6]. Авторы 
работы [16] предполагают также, что N-терминальный 
домен эволюционировал вместе с другими регуляторами 
транскрипции для осуществления видо-специфических 
функций ТВР.

Таким образом, в заключение можно сказать, что ак-
тивность промотора определяется в основном двумя фак-
торами: 
1) его архитектурой, которая определяется типом конт-

рольных элементов, содержащихся в промоторе, и кон-
текстом, в котором они находятся;  

2) состоянием регуляторных белков, которые узнают эти 
контрольные элементы. 
Из литературы известна способность ТВР взаимодей- 

ствовать с некоторыми активаторами транскрипции, та-
кими как VР16, Gal4, Tax 1 и др. [5, 11,12, 14,]. Как извес-
тно, белки-активаторы необходимы для регуляции генов  
в ответ на разнообразные клеточные сигналы. Многие ак-
тиваторы прямо или непрямо способствуют привлечению 
транскрипционного комплекса на промотор, увеличивая 
связывание с ним белков, перестраивающих хроматин 
или взаимодействуя со специфическими регуляторами 
транскрипции. Исходя из того, что мутации активаторов, 
нарушающие связывание с ТВР, также уменьшают их ак-
тивирующее влияние на транскрипцию, взаимодействию  
с ТВР отводится важное функциональное значение. 

Johnson и др. [13] показали, что в клетках карциномы 
толстой кишки человека экспрессия гена ТВР повышена и 
увеличено количество белка по сравнению с нормальным 
эпителием. В работе [33] показано, что экспрессия гена 
ТВР повышена также в карциномах легкого и молочной 
железы человека и в клеточных линиях карциномы легко-
го. В этих работах делается вывод, что способность ТВР 
участвовать в транскрипции, осуществляемой РНК-поли-
меразой II, и привлекаться на ТАТА-содержащие промо-
торы, необходима для клеточной трансформации.

В ряде работ показано влияние полиморфизмов в 
ТАТА-боксах человека на активность промоторов и ас-
социированные с ними заболевания. Так, в работе [7] 
показано, что одна вставка ТА в промоторной области  
1А1*28 гена UGT1A1 человека, изменяющая  А(ТА)6 
ТАА на А(ТА)7 ТАА, уменьшает промоторную активность 
на 70 %. Этот SNP является причиной болезни Gilbert, 
сопровождающейся повышенным уровнем билирубина 
и желтухой [24]. Единственная замена (A на G) в поло-
жении -31 высоко консервативного ТАТА-бокса иденти-
фицирована в бета-глобиновом гене японских женщин, 
страдающих бета-талассемией [24]. ССL psi gamma E 
ген содержит кластер измененной последовательности 
вокруг и внутри ТАТА-бокса. Вместе они в 10 раз повы-
шают активность psi gamma E промотора, повышая уро-
вень экспрессии гена на 30 % по сравнению  с гамма Д-
геном. Реактивация psi gamma E гена и сопутствующая 
суперэкспрессия гамма-кристаллина вызывает Coppock- 
подобную катаракту [23]. SNP в гене интерлейкина-1 
вызывает его пониженную экспрессию и предрасполо-
женность к онкологическим заболеваниям желудочно-
кишечного тракта [3], в промоторе гена EDH17B2 замена 
-27A→C вызывает наследственный рак груди [18] и др.

Таким образом, важность взаимодействий ТВР-ТАТА 
трудно переоценить. Поэтому актуальность разработки 
современных алгоритмов предсказания ТАТА-боксов и 
стартовых участков транскрипции не потеряла остроты, 
а в связи с расшифровкой большого количества геномов 
и обнаружения полиморфизмов в ТАТА-боксах человека, 
ассоциированных с тяжелыми заболеваниями, возросла. 
В связи с этим задача  данной работы заключалась в вы-
явлении особенностей строения ТАТА-элементов при-
родных промоторов генов млекопитающих. Для этого 
был выделен рекомбинантный ТВР человека и получены 
количественные характеристики (КD) его взаимодейс-
твия с олигонуклеотидами, идентичными ТАТА-содержа-
щим участкам промоторов генов млекопитающих.

матЕрИалЫ И мЕтоДЫ

Плазмида pAR3038-hTBP, несущая ген ТАТА-свя-
зывающего белка человека, любезно предоставлена 
проф. B. Puhg (Center for Gene Regulation, Department 
of Biochemistry and Molecular Biology, The Pennsylvania  
State University, University Park, Pennsilvania).
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Трансформацию E. coli BL21 проводили как описано в 
работе [25]. Экспрессию и очистку 5 His-TBP осуществля-
ли согласно работе [28]. Концентрацию ТВР в полученном 
препарате белка определяли по методу Брэдфорд [4].  

Используемые олигонуклеотиды (он) идентичны 
промоторной области ТАТА-содержащих генов человека 
(№ 2–10), № 1 — крысы. ОН № 11 и 12, без очевид-
ных ТАТА-блоков, являются контрольными. ОН длиной 
26 нуклеотидов синтезированы на автоматическом син-
тезаторе ACM-102И (Биоссет, Новосибирск) Н-фосфо-
натным методом [15]. Одну цепь ОН метили с помощью 
[γ-32P] ATP (Биосан, Новосибирск) и Т4-полинуклеотид-
киназы (СибЭнзим, Новосибирск) при 37 °С в течение 1 
часа [1]. Затем меченый ОН отжигали с эквимолярным 
количеством немеченого комплементарного ОН при  
80 °C и медленно (в течение 3 часов) охлаждали при ком-
натной температуре. Дуплексы анализировали и отделя-
ли от одноцепочечных олигонуклеотидов в 8 % нативном  
ПААГе (0,5 × TBE).

Эксперименты по связыванию ТВР с ТАТА-содер-
жащими ОН проводили в буфере следующего состава:  
20 mM Hepes-KOH (pH 7,6), 5 mM MgCl2, 50 mM KCl, 
1 mM DTT, 100 µg /ml BSA, 0,01 % NP 40, 10 % гли-
церин. Реакцию проводили при комнатной температу-
ре. Для получения ДНК-связывающих характеристик 
рекомбинантного ТВР для каждого ОН определялась 
зависимость количества образующихся комплексов от 
концентрации ТВР (данные не приводятся). Для опре-
деления равновесных констант диссоциации комплексов 
использовалась концентрация ТВР в пределах линейного 
участка кинетической кривой. Все эксперименты по свя-
зыванию проводились при концентрации ТВР < 100 nM, 
когда димеризация белка не существенна [19]. Затем 

фиксированное количество ТВР инкубировали с ОН в 
возрастающей концентрации. Образовавшиеся ком-
плексы анализировали методом «задержки» ДНК в 
геле [21] (рис. 1) (на примере олигонуклеотида № 6). 
5 % ПААГ содержал трис-глициновый буфер (рН 8,3). 
Гель сушили и экспонировали с рентгеновской пленкой  
при –70 °С. По результатам электрофореграмм cтроили 
кинетические кривые связывания для каждого олигонук-
леотида. Значение равновесной константы диссоциации 
комплексов (KD) определяли графически как концент-
рацию ОН, необходимую для половины максимального 
связывания.

рЕзУльтатЫ И обсУЖДЕНИЕ

В таблице 1 представлены олигонуклеотиды, отлича-
ющиеся по содержанию АТ-пар в последовательностях, 
фланкирующих ТАТА-элемент, и значения равновесных 
констант диссоциации комплексов этих олигонуклеоти-
дов с ТВР. Из приведенных значений КD видно, что аф-
финность ТВР к ТАТА-содержащим ОН различается в 
25–30 раз. ОН №№ 1–4 имеют наибольшее сродство 
к ТВР: для них характерны наименьшие величины KD — 
от 0,44 nM до 4 nM. Из значений равновесных констант 
диссоциации комплексов «ТВР-ОН», полученных нами 
на используемых олигонуклеотидах № 2–6, можно сде-
лать вывод о важном значении «G» в 8-м положении 
ТАТА-элемента (Т1А2Т3А4А5А6А7g8): при перемещении  
G в 6, 7 или 9 позицию, аффинность при одинаковых кон-
сенсусах ТАТА-элементов снижается до 10 раз: сравни 
KD ОН № 2 и 4–6. Полученные значения КD для комп-
лексов ТВР с ОН № 2 и № 3 (0,54 nM и 1,6 nM, соот-
ветственно), имеющими идентичные последовательнос-

№ Последовательность олигонуклеотида KD, nM,

1 5’-agactgcatAtAtAaggggcaggctg- 3’ 0,44

2 5’-cggctgcctAtAaaagaggaggcaga- 3’ 0,54

3 5’-agccgaatctAtAaaaggaactagtc- 3’ 1,6 

4 5’-tggcattgggctAtAagaggagcttg- 3’ 4

5 5’-gccagggggctAtAaagaacatctcg- 3’ 5,8

6 5’-gttttcagtcttAtAaaaaggaaggg- 3’ 6

7 5’-agcacagggctAtAagaggagccggg- 3’ 10

8 5’-cctgcgcgttaaaaggcgcgcgggcc- 3’ 12

9 5’-ctcatcgcaataaaaagcagctcaga- 3’ 12

10 5’-cgccccaagcataaaccctggcgcgc- 3’ 15

11 5’-gcgcgccagggtttatgcttggggcg- 3’ 14,4

12 5’-ggcgctttattaatattaatttgcgg- 3’ 15,4

Приведены последовательности 5’-3’ нитей используемых двуцепочечных олигонуклеотидов.

Таблица 1 
Значения равновесных констант диссоциации (кd) комплексов твр с олигонуклеотидами
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ти ТАТА-элементов, но различающимися по содержанию 
«АТ» во фланках, свидетельствуют о том, что «GC» во 
фланкирующих ТАТА-бокс последовательностях явля-
ются предпочтительными для повышенного сродства к 
ТВР:  значения КD для этих олигонуклеотидов с одинако-
выми ТАТА-элементами, но с разным содержанием «GC»  
отличаются в 3 раза. Полученные результаты находятся 
в соответствии с разработанным нами ранее алгоритмом 
предсказания сродства ТВР к ДНК по ее нуклеотидной 
последовательности [2]. Проведенный в этой работе 
компьютерный анализ известных последовательностей 
промоторов генов эукариот показал, что вокруг ТАТА 
элементов расположены GC-обогащенные участки, 
имеющие сродство к ТВР меньшее по сравнению со слу-
чайными последовательностями ДНК. Эволюционный 
отбор на обогащенность «GC» можно объяснить тем,  
что GC-богатые фланки делают более отличимым ТАТА-
бокс для ТВР при одномерной диффузии в процессе его 
поиска. Кроме того, тугоплавкие GC-богатые фланки 
локализуют легкоплавкую область ТАТА-элемента и 
как бы фиксируют конформацию ДНК, образуемую при 
связывании с ТВР. Значения КD для комплексов ТВР  
с ОН № 8 и № 9 подтверждают литературные данные  
о важном значении «Т» в третьем положении ТАТА-бокса 
для функционирования промотора [34]. ОН №№ 8–12,  

с короткими АТ-богатыми областями вместо консенсус-
ной последовательности ТАТА-элемента, имеют довольно 
низкое сродство к ТВР в соответствии с общепринятым 
представлением об аффинности TBP к ТАТА-содержа-
щим промоторам: KD равны 12–15 nM, что согласует-
ся также с данными Wobbe и Struhl [34], приведенными 
выше, о том, что подобные мутации в ТАТА-элементах 
снижали активность промоторов до нерегистрируемого 
уровня. В то же время, в этой работе показано, что когда 
N=C, G или T в консенсусе T1A2T3N4A5A, то замена А5 
на Т приводила к увеличению активности в 2 раза. Ре-
зультаты наших экспериментов вместе с литературными 
данными о допустимой вариабельности ТАТА-элементов  
[5–7] могут означать, что общепринятый паттерн  
ТАТААА является не инвариантным тестовым атрибу-
том ТАТА-бокса, а представляет собой интерференцию 
различных конформационных и физико-химических ог-
раничений на область контакта В-спирали ДНК с ТВР  
в процессе его скольжения и связывания с ДНК.

Таким образом, в результате проведенных опытов 
получены новые экспериментальные данные о значи-
мости гуанина в 8-й позиции ТАТА-элемента для сродс-
тва к ТВР, которые дополняют наши знания о структуре 
промоторов эукариот. Получено экспериментальное 
подтверждение разработанному нами ранее [2] алго-
ритму предсказания сродства ТВР к ДНК по ее нуклео-
тидной последовательности о вкладе GC-нуклеотидов 
во фланках ТАТА-элементов в повышенное сродство  
к ТВР. Следует отметить, что полученные в работе ре-
зультаты будут использованы для создания более сов-
ременных  и точных подходов для предсказания промо-
торов и стартов транскрипции на массивах прочитанной 
ДНК млекопитающих.

На основе полученных экспериментально ха-
рактеристик эффективности взаимодействия ТВР с 
ТАТА-бокс-содержащими промоторами млекопитаю-
щих и разработанных современных алгоритмов ана-
лиза прочитанных массивов ДНК, нами планируется 
проведение компьютерного анализа контекстных, 
конформационных и физико-химических свойств 
геномной ДНК человека, прогнозирование располо-
жения на ней ТАТА-боксов и экспериментальная ве-
рификация сделанных прогнозов. С использованием 
разработанных алгоритмов будет проведено также 
компьютерно-экспериментальное исследование по-
лиморфизмов в ТАТА-боксах промоторов генов че-
ловека, ассоциированных с экспериментально оп-
ределенными патологиями, что улучшит понимание 
молекулярных механизмов возникновения патоло-
гических процессов.

Работа частично поддерживалась грантами РФФИ 
№ 05-04-48567, № 06-04-49556-а и Программой № 2 
фундаментальных исследований РАН «Молекулярная и 
клеточная биология».

Рис. 1.  Электрофоретический анализ методом за-
держки в геле количества образующих-
ся комплексов ТВР с ОН № 6 в зависи-
мости от его концентрации. Концентрация  
ТВР = 22 nM, концентрация ОН № 6 изменя-
лась от 2,5 до 70 nM
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T. V. Arshinova,  N. A. Kolchanov

`	 SuMMArY: Quantitative characteristics of interaction recom-

binant тата-binding protein (твр) with oligonucleotides identical 

to natural tAtA-containing promoter  region genes of mammals are 

received. In particular, new experimental data about the importance 

guanine in 8-th position of the tAtA-element  for affinity to твр are 

received. the experimental data, testifying that raised maintenance  

g and c nucleotides  in  flanks of tAtA-element does the contribution 

to affinity to твр are received. 
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