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РЕФЕРАТ ТАТА-связывающий белок (TATA-Binding Protein, ТВР) – ключевой компонент транскрипци-
онного комплекса РНК-полимеразы II. Самостоятельно или в составе базального фактора транскрипции 
TFIID ТВР связывает ТАТА-бокс, расположенный в коровой области ТАТА-содержащих промоторов генов 
II-го класса. Ранее методом «задержки ДНК в геле» мы изучали влияние однонуклеотидных полиморфиз-
мов (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) на взаимодействие ТВР с ТАТА-боксом. Показано, что боль-
шинство SNPs в ТАТА-боксах ряда промоторов генов человека вызывают снижение в 2–4 раза сродства 
ТВР/ТАТА, ассоциированное с повышенным риском возникновения таких наследственных заболеваний, 
как β-талассемии различной тяжести, гемофилия В Лейдена, инфаркт миокарда, рак легкого и др. В пред-
ставленной работе, используя рекомбинантный ТВР человека и флуоресцентно меченные FRET-парой 
флуорофоров Cy3- и Cy5-дуплексы, идентичные ТАТА-боксу промотора нормального гена триозофосфат-
изомеразы (TPI) человека и ТАТА-боксу, содержащему SNP -24T > G, методом «остановленной струи» в ре-
жиме реального времени исследован процесс образования комплекса ТВР/ТАТА. Впервые показано, что свя-
зывание ТВР с ТАТА-боксом промотора гена TPI происходит в течение 10 с и описывается одностадийной 
кинетической моделью. Образование комплексов ТВР с нормальным ТАТА-боксом происходит в 5.5 раза 
быстрее, а диссоциация – в 31 раз медленнее, чем в случае ТАТА-бокса, содержащего SNP. В первые секун-
ды взаимодействия ТВР связывает и одновременно изгибает ТАТА-бокс, причем для промотора гена TPI 
дикого типа требуются меньшие концентрации ТВР, чем для SNP-содержащего ТАТА-бокса, ассоциирован-
ного с неврологическими и мышечными нарушениями, кардиомиопатией и другими заболеваниями. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ТАТА-бокс, ТВР, полиморфизм, метод остановленной струи. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИй ТВР (TATA-Binding Protein) – ТАТА-связывающий белок; ТВР/ТАТА – комплекс 
ТВР с олигонуклеотидом, идентичным ТАТА-боксу с фланкирующими нуклеотидами.

ВВЕДЕНИЕ
Специфические нуклеотидные последовательно-
сти промотора и вокруг него служат кодом, который 
определяет когда, где и с какой эффективностью 
будут транскрибироваться отдельные гены. Этот 
код состоит из последовательностей трех типов: 
кор-промотора, проксимальной области промотора 
и более удаленных от промотора дистальных после-
довательностей. Кор-промотор – это область, рас-

положенная на расстоянии ~ 100 нуклеотидов слева 
(в 5'-области) и справа (в 3'-области) от старта транс-
крипции, на которой сконцентрированы такие регу-
ляторные элементы, как ТАТА-бокс, Bre (tFIIB-
recognition element), Inr (Initiator), Mte (Motif ten 
element), DPe (Downstream Promoter element), 
Dce (Downstream core element) и XСPe1 (Х core 
Promoter element 1) и др., количество которых может 
варьировать [1]. 
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ТАТА-бокс, расположенный на расстоянии ~ 30 п.н. 
от старта транскрипции, наиболее изученный кор-
промоторный элемент. Взаимодействие ТВР (tBP – 
tAtA-Binding Protein) с ТАТА-боксом запускает 
сборку базального комплекса транскрипции РНК-
полимеразы II и определяет точность расположения 
транскрипционной машины относительно стартового 
нуклеотида [1, 2]. От нуклеотидной последователь-
ности ТАТА-бокса и контекста, в котором он нахо-
дится, зависит сродство к нему ТВР, субъединицы 
базального фактора транскрипции tFIID, влияющее 
на активность промотора [3, 4].

cравнение аминокислотных последовательно-
стей ТВР человека, мыши, плодовой мушки, дрож-
жей и других организмов показало, что ТВР состо-
ит из высококонсервативного С-концевого домена 
из 180 аминокислотных остатков и вариабельно-
го n-концевого домена [5]. У ТВР разных видов 
c-концевой домен идентичен более чем на 80% [5]. 
Рентгеноструктурный анализ, футпринтинг и анализ 
расположения триптических пептидов С-концевого 
домена [6] показали, что ТВР состоит из двух суб-
доменов, H2 и H2', которые образуют непрерывный, 
слегка изогнутый антипараллельный β-лист, форми-
рующий вогнутое ДНК-связывающее седло, и четы-
рех α-спиралей, лежащих на верхней стороне моле-
кулы. С-Концевой домен ТАТА-связывающего белка 
контактирует с двухцепочечной ДНК вдоль малой 
бороздки в основном посредством неполярных и ги-
дрофобных взаимодействий и вызывает ее локальное 
расплетание и изгиб спирали. Это создает уникаль-
ную конформацию, строго необходимую для сборки 
преинициаторного комплекса и эффективной транс-
крипции in vitro и in vivo [7]. С верхней, выпуклой, 
стороной ТВР взаимодействуют различные регуля-
торные белки [8].

Однонуклеотидные полиморфизмы, или SnPs, 
в ТАТА-боксах и окружающих нуклеотидах, влия-
ющие на сродство к ним ТВР, могут вносить вклад 
в различные комплексные заболевания человека – 
гипертонию, артрит, онкологические, сердечно-
сосудистые и иммунные заболевания, а также 
быть причиной таких моногенных заболеваний, 
как β-талассемии различной тяжести, Коппок-
подобная катаракта и др. [9]. 

Ген триозофосфатизомеразы (TPI) экспресси-
руется во всех типах клеток, он относится к генам 
«домашнего хозяйства» [10]. В тканях человека об-
наружены множественные формы tPI, которые 
кодируются одним геном и образуются в результа-
те посттрансляционных модификаций [10]. tPI ка-
тализирует превращение дигидроацетонфосфата 
в D-глицеральдегид-3-фосфат, завершая тем самым 
первую стадию гликолиза. Недостаток фермента 

приводит к накоплению в клетке дигидроацетонфос-
фата и фруктозодифосфата. 

SnP -24t > G в ТАТА-боксе промотора гена TPI, 
обнаруженный в работе [11], приводит к синтезу не-
достаточного количества мРНК (далее под SnP по-
нимаем аллель G ТАТА-бокса). Активность фермен-
та в эритроцитах носителей этого аллеля снижается 
и составляет 3–10% от активности в клетках здоро-
вых доноров [8, 11, 12]. У них развиваются нейроде-
генеративные расстройства, кардиомиопатия, мы-
шечные нарушения и, реже, гемолитическая анемия 
[11]. Кроме того, триозофосфатизомераза способна 
превращать лекарственно устойчивые клетки рака 
желудка в чувствительные [13], что повышает эф-
фективность химиотерапии и делает фермент потен-
циальной мишенью для новых противоопухолевых 
препаратов.

Экспериментальное и компьютерное изучение 
влияния SnPs в составе ТАТА-боксов, находящихся 
в контексте ДНК промоторов генов человека [14, 15], 
на взаимодействие с ТВР позволило нам определить 
термодинамические (KD

) и кинетические (k
on 

и k
off

) па-
раметры образования комплексов ТВР с «нормаль-
ным» и SnP-содержащим ТАТА-боксом промотора 
гена TPI. 

Так, показано [14], что SnP -24Т > G в ТАТА-
боксе этого гена очень сильно снижает сродство 
ТВР/ТАТА – равновесная константа диссоциации 
комплексов, K

D
, возрастает

 
в 25 раз, что коррелирует 

с низкой экспрессией гена [11]. В присутствии SnP 
константа скорости образования комплексов (k

on
) 

tBP/tAtA снижается в 35 раз, а константа скорости 
диссоциации (k

off
) уменьшается на 30%.

Цель представленной работы заключалась в изме-
рении и анализе кинетических параметров взаимо-
действия ТВР/ТАТА в режиме реального времени. 
Использованный нами при изучении термодина-
мических и кинетических параметров комплексов 
tBP/tAtA классический метод eMSA не позволя-
ет изучать динамику взаимодействия молекул tBP 
и tAtA-бокса промотора гена TPI в миллисекундном 
и секундном диапазонах времени. Поэтому процесс 
связывания tBP и tAtA-бокса промотора гена TPI 
мы изучали методом «остановленной струи». В основе 
метода лежит быстрое, в течение ~1 мс, смешивание 
взаимодействующих веществ и регистрация сигнала 
Fret (Förster resonance energy transfer). Мы ис-
пользовали рекомбинантный полноразмерный ТВР 
человека и 15-звенные флуоресцентно меченные кра-
сителями cy3 и cy5 олигонуклеотиды, идентичные 
ТАТА-боксу с фланкирующими нуклеотидами нор-
мального промотора TPI и промотора, содержащего 
SnP в ТАТА-боксе. Этот метод позволяет определить 
константы скорости узнавания ТАТА-связывающим 
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белком ТАТА-бокса дикого типа и выявить особен-
ности структуры комплекса ТВР/ТАТА в режиме 
реального времени в норме и при патологии. 

эКСПЕРИМЕНТАЛьНАЯ ЧАСТь
В работе использовали полноразмерный рекомбинант-
ный ТВР человека, содержащий только природные 
аминокислотные последовательности. ТВР экспресси-
ровали в клетках Escherichia coli BL21(De3), трансфор-
мированных плазмидой pAr3038-htBP (любезно пре-
доставлена проф. B. Puhg, center for Gene regulation, 
Department of Biochemistry and Molecular Biology, 
the Pennsylvania State university, university Park, 
Pennsylvania, uSA). Трансформацию E. coli BL21(De3) 
проводили согласно работе [16]. Экспрессию и очистку 
ТВР выполнили по методике, описанной в [17], при ис-
пользовании ИПТГ в концентрации 0.1 мM. Время ин-
дукции – 3 ч. Концентрацию ТВР в препарате белка 
определяли по методу Брэдфорд [18].

Олигодезоксинуклеотиды (ОДН) длиной 15 п.н., 
меченные по 5'-концам цепей цианиновыми флуоро-
форами Су3 и Су5, были синтезированы и очищены 
в ООО «НаноТех-С», Новосибирск.

cвязывание ТВР с ДНК-дуплексом, соответствую-
щим нормальному ТАТА-боксу промотора гена TPI 
(gctctAtATAAgtgg, аллель Т и gctctAtAGAAgtgg, 
аллель G), анализировали методом «остановленной 
струи» на спектрометре SX20 (Applied Photophysics, 
Великобритания). Длина волны возбуждения флуо-
ресценции красителя Су3 равна 550 нм, напряжение 
на детекторе – 575 В. Флуоресценцию красителя Су5 
регистрировали на длинах волн более 645 нм при ис-
пользовании светофильтра rG-645 (Scott, Германия). 
Процесс связывания с ДНК-дуплексами изучали 
с использованием ТВР в следующих концентрациях: 
аллель Т – 1 × 10-7, 2 × 10-7, 4 × 10-7, 6 × 10-7, 8 × 10-7, 
10 × 10-7, 20 × 10-7 М; аллель G – 4 × 10-7, 6 × 10-7, 
8 × 10-7, 10 × 10-7, 20 × 10-7, 30 × 10-7, 40 × 10-7 М. Кон-
центрация ДНК-дуплексов во всех случаях была 
равна 1 × 10-7 М, время измерения – 50 с, общее ко-
личество точек на одну кривую – 6000. Опыты прово-
дили при температуре 25°С.

Для определения кинетической модели взаимо-
действия ТВР с ДНК-дуплексами и расчета констант 
скорости всех элементарных стадий реакции исполь-
зовали программу Dynafit (Biokin, США) [19].

РЕзУЛьТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование предстационарной кинетики позволяет 
детально проанализировать механизм реакции. Пре-
имуществом метода «остановленной струи» является 
возможность наблюдать быстро протекающие реак-
ции и регистрировать конформационные переходы 
белка и ДНК в процессе взаимодействия в режиме 
реального времени. Хотя этот подход более сложен 
технически, а его использование требует более тру-
доемкого математического анализа, изучение процес-
са связывания ТАТА-боксов ТАТА-связывающим 
белком в предстационарных условиях позволяет 
в значительной степени углубить знания о механиз-
ме их взаимодействия.

В работе использовали Fret-субстраты (рис. 1), 
содержащие на концах дуплекса пару донор (cy3)–
акцептор (cy5), при этом центральная часть дуплек-
са представляла собой ТАТА-бокс нормального про-
мотора гена TPI и при наличии SnP.

Кинетика связывания ДНК-дуплексов с tBP, 
представленная на рис. 2 и 3, свидетельствует о том, 
что образование комплекса tBP/tAtA приводит 
к росту интенсивности флуоресценции cy5. Рост ин-
тенсивности Fret-сигнала обусловлен изгибанием 
ДНК-дуплекса в комплексе с tBP, за счет чего про-
исходит сближение остатков флуорофоров cy3 и cy5. 
Анализ кинетических кривых ДНК-дуплексов пока-
зал, что изгибание дуплекса, содержащего ТАТА-
бокс дикого типа, происходит при меньших концен-
трациях tBP, чем в случае аллеля G ТАТА-бокса 
(рис. 2 и 3).

На основании полученных данных нами предложен 
кинетический механизм связывания ТВР с нормаль-
ным ТАТА-боксом гена TPI и с ТАТА-боксом, содер-
жащим SnP, описываемый одностадийной схемой: 

tBP + ТАТА <=> tBP/ТАТА. 

Рис. 1. Использованные в работе ДНК-дуплексы, идентичные последовательности ТАТА-бокса промотора гена 
TPI дикого типа и содержащего SNP -24T > G, меченные FRET-парой флуорофоров Cy3/Cy5 

Cy3 Cy5
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Константы скоростей прямой и обратной реакции 
представлены в таблице. Видно, что образование 
комплексов tBP с ТАТА-боксом дикого типа проис-
ходит в 5.5 раза быстрее (1.1 × 106 M-1c-1), чем с ал-
лелем G (0.2 × 106 M-1c-1), а диссоциация комплек-
сов tBP/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). Не-
обходимо отметить, что подобное различие в кон-
стантах скорости образования и распада комплекса 
tBP/tAtA приводит к отличию значений равно-
весных констант диссоциации в 150 раз (2.7 × 10-9 М 
в норме и 0.4 × 10-6 М при наличии мутации). Разли-
чие в значениях констант диссоциации (K

D
) между 

нормальным и SnP-содержащим ТАТА-боксом гово-
рит о резком снижении аффинности tBP к олигону-
клеотидам с измененным ТАТА-боксом.

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что возникшая в ТАТА-боксе G/c-пара делает 
структуру ДНК более жесткой, что затрудняет свя-
зывание ТАТА-бокса с ТВР и образование функ-
ционального комплекса, имеющего оптимальную 
конформацию. Из этого следует, что in vivo ген три-
озофосфатизомеразы, содержащий SnP -24t > G 
в ТАТА-боксе, транскрибируется и экспрессируется 
менее эффективно. Эти результаты подтверждены 
клинически [11]. 

Сравнение полученных нами и опубликованных 
данных [11, 20] показывает, что уменьшение в 150 
раз сродства ТВР к SnP-содержащему ТАТА-боксу 
промотора TPI приводит к повышению риска раз-
вития ряда заболеваний, связанных с недостатком 
триозофосфатизомеразы. Вероятно, недостаток 
tPI может компенсироваться другими путями (на-

пример, в пентозофосфатном цикле), что следует 
из различий в реакции больных на недостаток tPI 
в организме [11, 21]. Несмотря на то что сродство ТВР 
к SnP-содержащему tAtA-боксу промотора гена 
TPI снижено в 150 раз, активность tPI в эритроци-
тах одних пациентов падает до 3–10% от нормы [21], 
а у некоторых гетерозиготных носителей этого по-
лиморфного аллеля наблюдается умеренное (26–50% 
от нормы) снижение активности tPI [11].

Следует отметить, что впервые путем регистра-
ции в режиме реального времени взаимодействия 
ТВР человека с флуоресцентно меченными cy3 
и cy5 ТАТА-содержащими дуплексами показано, 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

что ТВР быстро связывает и одновременно изгибает 
ДНК ТАТА-бокса гена TPI. Этот результат согласу-
ется с данными, полученными ранее с использова-
нием полноразмерного ТВР человека и ТАТА-бокса 
AdMLP c консенсусной последовательностью 
5'-cGcTATAAAAGGGc-3', к 5'-концу которой 
присоединен флуорофор tAMrA, а к 3'-концу – 
флуоресцеин [22], которые свидетельствуют об од-
ностадийном механизме процесса связывания и одно-
временного изгибания ТАТА-бокса белком ТВР. 

Следует отметить, что в мире подобные исследо-
вания проводились с использованием ТВР разного 
вида – полной и укороченной форм (С-концевого до-
мена) – и, в основном, только модельного промотора 
AdML (реже Е4) с консенсусной последовательно-

стью ТАТА-бокса. Полученные результаты улуч-
шили представление о взаимодействии tBP/tAtA, 
ключевом в инициации и регуляции транскрипции 
и синтеза белков в клетках эукариот. 
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