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Ядерный фактор NF�Y относится к факторам транскрипции эмбриональных стволовых клеток и принимает
участие в регуляции клеточной пролиферации. В данной работе исследована роль NF�Y в поддержании по�
липотентного состояния клеток NT2/D1 – наиболее хорошо изученной линии эмбриональной карциномы
человека в культуре. Проведен анализ метода белковой трансдукции и показано, что он является эффектив�
ным способом повысить уровень экспрессии А субъединицы NF�Y (NF�YA) в клетках NT2/D1. Осуществле�
на трансдукция в клетки NT2/D1 гибридного белка GST�TAT�NF�YAs, несущего укороченную форму NF�YА
(NF�YАs), и изучено ее влияние на пролиферацию клеток NT2/D1. Установлено, что при повышенной
экспрессии NF�YАs пролиферативный потенциал клеток NT2/D1 значительно падал, и это повышение ока�
зывало негативное воздействие на продукцию ими фактора транскрипции SOX2, являющегося специфичес�
ким маркером полипотентных стволовых клеток. И наконец, оценка уровня экспрессии белка р53 свидетель�
ствовала, что процесс торможения роста клеток NT2/D1 под действием NF�Y был р53�независимым. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фактор транскрипции NF�Y, клетки линии NT2/D1, SOX2, p53.

Клетки NT2/D1 – это одна из наиболее хо�
рошо охарактеризованных линий клеток эмбри�
ональной карциномы человека, которая широко
используется для изучения характерных призна�
ков полипотентных клеток, путей их дальней�
шего развития и дифференцировки [1, 2]. Эти
клетки похожи на эмбриональные стволовые
клетки человека по набору экспрессированных
специфических генов и характеру метилирова�
ния ДНК [3]. Помимо этого, полипотентные
клетки NT2/D1 способны развиваться по ней�
рональному, мезодермальному и эктодермаль�
ному пути [1, 4]. В связи с тем, что использова�
ние эмбриональных клеток человека сталкива�
ется с рядом этических и правовых проблем,
культура клеток NT2/D1 может служить в каче�
стве адекватной модели для изучения развития
эмбрионов человека [5]. 

Ядерный фактор транскрипции Y (NF�Y) мо�
жет выступать в качестве как активатора, так и
ингибитора транскрипции [6–8]. Он регулирует
активность генов�мишеней путем взаимодей�
ствия с блоком нуклеотидов CCAAT – широко
распространенным контрольным элементом,
встречающимся в проксимальных промоторах,
тканеспецифических генах�усилителях и в длин�
ных терминальных повторах отдельных подклас�
сов эндогенных ретровирусов человека [7, 9].
NF�Y представляет собой белковый комплекс,
состоящий из трех различных субъединиц: NF�YA,
NF�YB и NF�YC. Считается, что субъединица
NF�YA является в этом комплексе ведущей и не�
обходима как для образования цельного NF�Y,
так и для его специфического связывания с ДНК
[10]. Обнаружено несколько изоформ NF�YA,
образующихся в результате дифференциального
сплайсинга. В частности, тканеспецифический
альтернативный сплайсинг приводит к образо�
ванию двух основных изоформ этого белка: ко�
роткой (NF�YAs) и длинной (NF�YAl), которые
различаются на 28 аминокислотных остатков
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(а.о.) в активирующем транскрипцию домене,
обогащенным остатками Gln [11]. Ранее было
показано, что укороченная изоформа NF�YAs
была активна в эмбриональных стволовых клет�
ках мыши, где она активировала клеточную про�
лиферацию и подавляла дифференцировку [12]. 

Одним из признаков эмбриональных стволо�
вых клеток и индуцированных полипотентных
клеток является экспрессия фактора транскрип�
ции SOX2 [13–16]. Его экспрессия строго регули�
руется в процессе развития клетки, поскольку го�
меостаз уровней важнейших факторов транс�
крипции необходим не только для поддержания
полипотентного состояния клеток, но и для тор�
можения их перехода к дифференцировке [17].
Как было отмечено нами ранее, фактор транс�
крипции NF�Y регулирует экспрессию некото�
рых генов SOX человека (SOX2, SOX3, SOX14 и
SOX18) в клетках линии NT2/D1 [18–22]. Это ак�
тивирующее воздействие NF�Y обусловливается,
по крайней мере, отчасти, его связыванием со
специфическим блоком CCAAT в промоторах ге�
нов�мишеней и путем взаимодействия с другими
факторами, участвующими в регуляции транс�
крипции генов SOX человека [18–24]. Для выяс�
нения роли NF�Y в поддержании полипотентно�
го состояния клеток эмбриональной карциномы
человека, мы изучали характерные фенотипичес�
кие черты клеток линии NT2/D1, экспрессирую�
щих большое количество белка NF�Y. Использо�
ванный нами подход был ранее применен при
исследовании человеческих гемопоэтических
клеток�предшественников [25] и эмбриональных
стволовых клеток мыши [12]. Вместо традицион�
ной трансфекции вектора экспрессии мы прямо
вводили в клетки гибридный белок GST�TAT�
NF�YAs методом белковой трансдукции (эпитоп
TAT способствует быстрому транзиту этого гиб�
ридного протеина через клеточную мембрану,
GST – глутатион S�трансфераза) [12, 25]. 

В представленной работе была проведена
оценка эффективности использованной нами
процедуры белковой трансдукции для повыше�
ния уровня экспрессии NF�Y в клетках NT2/D1,
выбранных в качестве модели эмбриональных
стволовых клеток человека. Кроме того, было
изучено проявление некоторых характерных
признаков стволовых клеток (пролифератив�
ный потенциал и продукцию специфического
маркера SOX2) в культуре NT2/D1 после транс�
дукции экспрессии изоформы NF�YAs. Уста�
новлено, что белковая трансдукция является
эффективным методом повышения экспрессии
NF�Y в клетках NT2/D1. При изучении влияния
NF�YAs на жизнеспособность клеток NT2/D1
было обнаружено значительное снижение их
пролиферативного потенциала. Мы отметили

прямую корреляцию между повышением уров�
ня экспрессии NF�YAs и снижением продукции
маркерного белка SOX2 в клетках NT2/D1. И
наконец, оценка уровней экспрессии белка p53
показала, что она не повышалась после транс�
дукции в клетки гибридного белка GST�TAT�
NF�YAs. Поскольку уже сама процедура транс�
дукции фрагмента GST�TAT (отрицательный
контроль) приводила к увеличению уровня p53,
то мы предположили, что ингибирование роста
клеток NT2/D1 под действием NF�Y является
p53�независимым.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культура клеток и трансдукция белков. Клет�
ки линии NT2/D1, любезно предоставленные
проф. П.В. Эндрю (Шеффилдский университет,
Англия), выращивали в среде Дульбекко (DMEM)
в присутствии 10%�ной фетальной сыворотки
крупного рогатого скота, 2 мМ глутамина,
0,45%�ной глюкозы и пенициллина/стрептоми�
цина («Invitrogen», США) при 37° в атмосфере
10%�ной CO2 как было описано ранее [2, 26].
Перед трансдукцией клетки высевали в 6�лу�
ночные планшеты (0,3 × 106 клеток в лунке).

Гибридные белки GST�TAT�NF�YAs и GST�
TAT были любезно предоставлены проф. Р. Ман�
товани. Трансдукцию белков в клетки NT2/D1
выполняли как было описано ранее [12]: к клет�
кам добавляли 50 нМ белка и инкубировали в
течение 48, 72 или 96 ч со сменой среды каждые
24 ч. Клетки подсчитывали вручную с использо�
ванием трипанового синего.

Вестерн�блоттинг. Клетки лизировали в 20 мМ
Tris�HCl�буфере, pH 8,0, содержавшем 5 мМ
ЭДТА, 150 мМ NaCl, 1%�ный NP�40, 10%�ный
глицерин и коктейль из ингибиторов протеаз
(«Roche Diagnostics GmbH», Швейцария). Для
иммуноблоттинга использованы анти�NF�YA
Mab1a (любезно предоставлены проф. Р. Манто�
вани), анти�SOX2 антитела («R&D Systems»,
США), анти�p53 антитела DO1 («GeneSpin»,
Италия), антитела против α�тубулина DM1A
(«Calbiochem», Германия) и анти�GAPDH анти�
тела AM20337PU�S («Acris Antibodies, Inc.», Гер�
мания).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Проверка эффективности трансдукции белка
GST�TAT�NF�YAs в клетки NT2/D1. Для оценки
эффективности метода белковой трансдукции
была использована процедура, использованная
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ранее Мантовани и соавт. [12] при трансдукции
GST�TAT�NF�YAs в эмбриональные стволовые
клетки мыши. Клетки NT2/D1 инкубировали с
белком GST�TAT�NF�YAs или GST�TAT (отри�
цательный контроль) в концентрации 50 нМ в
течение 48, 72 или 96 ч. После этого клетки ли�
зировали, и белки клеточных лизатов анализи�
ровали методом Вестерн�блоттинга. Результаты,
представленные на рис. 1, свидетельствовали,
что транслокация GST�TAT�NF�YAs в клетки
происходила уже на 48 ч инкубации, и через 72 ч
концентрация этого белка в клеточных лизатах
достигала очень высоких значений. Дальнейшая
инкубация (96 ч) ни только не приводила к уве�
личению уровня экспрессии GST�TAT�NF�YAs,
но даже сопровождалась его снижением. Таким
образом, было показано, что белковая трансдук�
ция является очень эффективным методом вве�
дения GST�TAT�NF�YAs в клетки NT2/D1, и что
максимальное количество белка накапливалось
к клетках через 72 ч после начала трансдукции.

Воздействие трансдуцированного белка GST�
TAT�NF�YAs на жизнеспособность клеток NT2/D1.
Ранее было установлено, что при экспрессии
укороченной изоформы субъединицы NF�YA
(белок NF�YAs) наблюдалась стимуляция роста
эмбриональных стволовых клеток человека и ге�
мопоэтических клеток�предшественников че�
ловека [12, 25]. Для проверки воздействия GST�
TAT�NF�YAs на клетки NT2/D1 мы осущес�
твляли его трансдукцию в течение 48 и 72 ч, а за�
тем подсчитывали количество живых клеток с
использованием трипанового синего. Как сле�
дует из рис. 2, экспрессия GST�TAT�NF�YAs в
клетках NT2/D1 приводила к снижению ско�
рости клеточной пролиферации на 50% – через
48 ч и на 60% – через 72 ч. Использованный в
качестве отрицательного контроля белок GST�
TAT не оказывал ингибирующего воздействия
на рост клеток. Полученные результаты совпа�
дали с наблюдениями Гатнера и соавт. [27], ко�
торые показали, что NF�Y индуцировал E2F1� и
p53�зависимый апоптоз в эмбриональных фиб�
робластах мыши и клетках человека. Напротив,
экспрессия NF�Y в эмбриональных стволовых
клетках мыши и гемопоэтических клетках чело�
века приводила к активации пролиферации и
поддержанию статуса стволовых клеток [12, 25].

Для объяснения этого парадокса и выяснения
механизма антипролиферативного действия NF�Y
на клетки NT2/D1 определяли уровни экспрес�
сии SOX2 и p53 после трансдукции в них белка
GST�TAT�NF�YAs.

Влияние трансдуцированного белка GST�TAT�
NF�YAs на экспрессию SOX2 и p53 в клетках
NT2/D1. Воздействие фактора NF�Y на рост кле�
ток предполагало его участие в регуляции кле�

точного цикла эмбриональных стволовых кле�
ток мыши и человека [12, 28]. Этот фактор игра�
ет важную роль в поддержании полипотентного
состояния клеток мыши путем прямой актива�
ции соответствующих генов�мишеней, в част�
ности, гена sox2 [12]. Ранее изучение экспрессии
белка SOX2 в клетках NT2/D1, кратковременно
трансфицированных субъединицей NF�YAs, по�
казало умеренное увеличение уровня экспрес�
сии SOX2 [21]. Такая кратковременная транс�
формация клеток не позволяла длительное вре�
мя поддерживать достаточно высокий уровень
экспрессии NF�YA, что обусловлено коротким
периодом его жизни. Поэтому в этой работе мы
использовали метод белковой трансдукции для
достижения высокой внутриклеточной концент�
рации GST�TAT�NF�YAs и исследовали экспрес�
сию SOX2 в клетках NT2/D1 (рис. 3, а). Как вид�
но из рис. 3 (ср. дорожки 2 и 3), через 48 ч с на�
чала трансдукции GST�TAT�NF�YAs уровень
SOX2 слегка возрастал, что соответствовало по�
лученным нами ранее данным [21]. Напротив,
через 72 ч с начала трансдукции уровень SOX2
становился более низким, чем в контрольных
клетках, трансдуцированных белком GST�TAT
(ср. дорожки 5 и 6). Это снижение уровня
экспрессии белка SOX2 коррелировало с увели�
чением во времени внутриклеточной концент�
рации GST�TAT�NF�YAs (рис. 1). Ранее было
установлено, что при увеличении продукции
SOX2 наблюдалось снижение транскрипцион�
ной экспрессии генов, ответственных за тормо�
жение клеточного цикла (cycle arrest) и апоптоз
в эмбриональных стволовых клетках человека и
клетках человеческой эмбриональной карцино�
мы [29]. Таким образом, поскольку SOX2 явля�

Рис. 1. Определение уровня экспрессии NF�YA в клетках
NT2/D1, обработанных GST�TAT�NF�YAs. Клетки инку�
бировали в присутствии или в отсутствие 50 нМ GST�TAT�
NF�YAs в течение 48, 72 и 96 ч и определяли количество
этого белка в клеточных лизатах методом иммуноблоттин�
га с использованием NF�YA�специфичных антител Mab1a.
В контрольных экспериментах проводили трансдукцию
GST�TAT (негативный контроль) в течение 72 ч, а также
определяли уровень экспрессии α�тубулина, использован�
ного в качестве внутреннего контроля

← α�tubulin

NT2/D1 48 h     72 h      96 h
GST�TAT
control

GST�TAT�SYA

← GST�TAT�SYA
← endogenous NF�YA
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ется одним из главных регуляторов роста и диф�
ференцировки полипотентных клетках, то мож�
но предположить, что влияние NF�YA на экспрес�
сию белка SOX2 и объясняет его ингибирующее
воздействие на скорость пролиферации клеток
NT2/D1 (рис. 2).

Как было отмечено ранее, одним из допол�
нительных механизмов антипролиферативного
воздействия субъединицы NF�YA может являть�
ся ее влияние на p53�зависимый клеточный
апоптоз [27]. Поскольку клетки NT2/D1 несут
ген белка p53 «дикого» типа, мы определили
уровень его трансляционной экспрессии в этих
клетках после трансдукции в них белка GST�
TAT�NF�YAs (рис. 3, б). Анализ, выполненный
методом Вестерн�блоттинга, показал, что повы�
шение уровня белка GST�TAT�NF�YAs не ока�
зывало существенного влияния на продукцию
p53 ни за 48, ни за 72 ч после начала трансдук�
ции (ср. дорожки 2 и 3 и дорожки 5 и 6 соответ�
ственно). Трансдукция GST�TAT�NF�YAs при�
водила к незначительному повышению уровня
p53 (сравни между собой дорожки 1 и 2 и дорож�
ки 4 и 5), однако такой же эффект наблюдался и
в контрольном эксперименте при трансдукции
GST�TAT (ср. между собой дорожки 1 и 3 и до�
рожки 4 и 6). Полученные результаты свидетель�
ствовали о том, что возрастание уровня p53 не
является результатом повышенной экспрессии

NF�Y, а скорее всего, следствием трансдукции
гибридного белка GST�TAT или же самой про�
цедуры трансдукции. Вместе с тем трансдукция
контрольного белка GST�TAT не влияла на жиз�
неспособность и рост клеток NT2/D1 (рис. 2).
Таким образом, ингибирование роста клеток,
экспрессирующих повышенное количество NF�Y,
происходит либо независимо от белка p53, либо
для этого требовалось одновременное повыше�
ние экспрессии обоих этих белков. Известно,
что NF�Y и p53 могут функционировать как
партнеры в процессе регуляции клеточной про�
лиферации (цитировано по работе Имбриано
[30]). Обычно белок p53 регулирует транскрип�
цию генов�мишеней путем связывания со спе�
цифической ДНК�последовательностью p53RE
(p53�чувствительный элемент) [31–37]. Показа�
но также, что при отсутствии в генах элемента

Рис. 2. Изучение роста клеток NT2/D1, обработанных
GST�TAT�NF�YAs. Клетки инкубировали в среде, содер�
жащей 50 мМ GST�TAT�NF�YAs или GST�TAT (негатив�
ный контроль) в течение 48 или 72 ч, а затем подсчитыва�
ли количество живых клеток с помощью трипанового си�
него. Данные выражали в процентах по отношению к не�
обработанной культуре. Все данные представлены как
средние значения ± s.d. по трем независимым экспери�
ментам. Р < 0,05
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Рис. 3. Определение уровней экспрессии SOX2 (а) и p53 (б)
в клетках NT2/D1, обработанных GST�TAT�NF�YAs. Клет�
ки инкубировали в присутствии или в отсутствие 50 нМ
GST�TAT�NF�YAs или GST�TAT (негативный контроль) в
течение 48 или 72 ч и анализировали белки клеточных ли�
затов методом иммуноблоттинга с помощью соответству�
ющих антител. В качестве внутренних контролей были ис�
пользованы GAPDH (глицеральдегид 3�фосфатдегидроге�
наза) и α�тубулин
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p53RE, p53 ассоциируется с фактором NF�Y на
нуклеотидном блоке CCAAT и может регулиро�
вать транскрипцию генов, отвечающих за апоп�
тоз [38]. 

Таким образом, было установлено, что
трансдукция гибридного белка GST�TAT�NF�
YAs в клетки эмбриональной карциномы чело�
века линии NT2/D1 приводила к ингибирова�
нию пролиферации по механизму, связанному
со снижением продукции фактора транскрип�
ции стволовых клеток SOX2. Результаты данной
работы противоречили данным, полученным с
использованием эмбриональных стволовых
клеток мыши и человеческих гемопоэтических
клеток�предшественников [12, 25]. Подобные
различия могли бы отражать типоспецифичес�
кое действие NF�Y и его связь со степенью раз�
витости клеток. Такая специфичность действия
фактора NF�Y обусловливается различными ре�
гуляторными механизмами: связыванием NF�YA
с особым блоком нуклеотидов CCAAT [7], воз�
действием на него различных тканеспецифичес�
ких кофакторов или непосредственным взаимо�
действием NF�Y с другими факторами транс�
крипции [39]. Помимо этого, обладая гистон�
подобными свойствами, NF�Y может действо�
вать и как активатор, и как репрессор транс�
крипции [6]. 

Посттрансляционная модификация NF�Y
может добавлять сложности в его действие, пос�
кольку контролирует количество этого фактора
в клетке [27]. Предполагается, что общий уро�
вень NF�Y в клетке определяет путь ее дальней�
шего развития: пролиферация, торможение кле�
точного цикла или гибель [27]. Фактор NF�Y иг�
рает центральную роль в регуляции транскрип�
ции генов, обеспечивающих прохождение кле�
точного цикла и кодирующих циклины A, �B1 и
�B2, cdc25A и �25C, cdk1, E2F1 [40–47]. Степень
активности этих генов определяет судьбонос�
ные для клетки процессы: пролиферацию или
гибель. Уровни экспрессии этих регуляторных
белков находятся в зависимости от типа клеток
(тканей), генетического фона организма и кле�
точного окружения [48].

Поскольку роль фактора NF�Y в каскаде ре�
акций, приводящих к апоптозу, не очень понят�
на, то механизмы, лежащие в основе его анти�
пролиферативного действия, требуют дальней�
шего изучения.
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Transcription factor NF�Y is an embryonic stem cell transcription factor due to its role in the regulation of cell pro�
liferation. We investigated the role of NF�Y in maintaining pluripotency using NT2/D1 cells as one of the best�char�
acterized human embryonal carcinoma cell lines. We investigated the efficiency of the protein transduction procedure
and analyzed the effects of forced expression of short isoform of NF�YA subunit (NF�YAs) on NT2/D1 cell growth
and expression of SOX2. We found that protein transduction is an efficient method for NF�Y overexpression in
NT2/D1 cells. Next, we analyzed the effect of NF�YAs overexpression on NT2/D1 cell viability and found significant
reduction in cell growth. The negative effect of NF�YA overexpression on NT2/D1 cells pluripotency maintenance
was confirmed by the decrease in the level of pluripotency marker SOX2. Finally, we checked the p53 status and deter�
mined that NFY induced inhibition of NT2/D1 cell growth is p53�independent.
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