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В геномах человека и других млекопитающих выявлено большое число близкорасположенных пар ге9
нов, которые транскрибируются в противоположных направлениях. По данным биоинформатического
анализа в геноме человека до 10% генов имеют подобную организацию. В настоящей работе клонирован
фрагмент генома человека, разделяющий гены гипотетических белков с неизвестной функцией –
CCDC142 (Coiled9Coil Domain Containing) и TTC31 (TetraTricopeptide repeat Containing), локализован9
ные в области 2p13.1 и ориентированные “голова к голове”. Межгенная область CCDC1429TTC31 пере9
крывается с CpG9островком и содержит множество потенциальных сайтов связывания факторов тран9
скрипции. Показано, что в системе временной экспрессии репортерного гена люциферазы в клетках эм9
бриональной почки человека (HEK293) фрагмент ДНК, включающий эту область, действует как
двунаправленный промотор. Сконструированы векторы, содержащие противоположно ориентирован9
ные гены двух флуоресцентных белков – зеленого (EGFP) и красного (DsRed2), и встроенный между ни9
ми фрагмент межгенной области CCDC1429TTC31. При трансфекции клеток HEK293 этим вектором
наблюдается одновременный синтез двух флуоресцентных белков. Получены укороченные версии меж9
генной области и определена их промоторная активность. Минимальный промоторный фрагмент содер9
жит ряд элементов – Inr, BRE, DPE, характерных для лишенных ТАТА9боксов промоторов. Таким об9
разом, нами клонирован и охарактеризован новый двунаправленный промотор, который может исполь9
зоваться для одновременной конститутивной экспрессии двух разных генов в клетках человека.

Ключевые слова: двунаправленные промоторы, геном человека, ген CCDC142 (Coiled Coil Domain Con9
taining), ген TTC31 (TetraTricopeptide repeat Containing), межгенная область, векторы экспрессии. 

NOVEL BIDIRECTIONAL PROMOTER FROM HUMAN GENOME, by A. S. Orekhova, P. S. Sverdlova,
P. V. Spirin, O. G. Leonova, V. I. Popenko, V. S. Prassolov, P. M. Rubtsov* (Engelhardt Institute of Molecular
Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia; *e9mail: rubtsov@eimb.ru). In human and
other mammalian genomes a number оf closely linked gene pairs transcribed in opposite directions are found.
According to bioinformatic analysis up to 10% of human genes are arranged in this way. In present work the
fragment of human genome was cloned that separates genes localized at 2p13.1 and oriented “head9to9head”,
coding for hypothetical proteins with unknown functions – CCDC (Coiled Coil Domain Containing) 142 and
TTC (TetraTricopeptide repeat Containing) 31. Intergenic CCDC142�TTC31 region overlaps with CpG9island
and contains a number of potential binding sites for transcription factors. This fragment functions as bidirec9
tional promoter in the system of luciferase reporter gene expression upon transfection of human embryonic kid9
ney (HEK293) cells. The vectors containing genes of two fluorescent proteins – green (EGFP) and red
(DsRed2) in opposite orientations separated by the fragment of CCDC142�TTC31 intergenic region were con9
structed. In HEK293 cells transfected with these vectors simultaneous expression of two fluorescent proteins
is observed. Truncated versions of intergenic region were obtained and their promoter activity measured. Min9
imal promoter fragment contains elements Inr, BRE, DPE characteristic for TATA9less promoters. Thus, from
the human genome the novel bidirectional promoter was cloned that can be used for simultaneous constitutive
expression of two genes in human cells. 

Keywords: bidirectional promoters, human genome, gene CCDC142 (Coiled Coil Domain Containing), gene
TTC31 (TetraTricopeptide repeat Containing), intergenic region, expression vectors.
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Принятые сокращения: Inr – инициаторный элемент; BRE – элемент, узнаваемый фактором транскрипции TFIIB (TFIIB
Recognition Element); DPE (Downstream Promoter Element) – нижележащий промоторный элемент; BGH – гормон роста
крупного рогатого скота.
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В геномах человека и других млекопитающих
выявлено большое число сложных локусов, в котоS
рых расположены гены, транскрибируемые в проS
тивоположных направлениях с общих регуляторS
ных областей, так называемых двунаправленных
промоторов. Проведен полногеномный анализ таS
ких генов у мыши и человека [1]. Компьютерный
анализ 36606 транскрипционных единиц генома
мыши и 42887 транскрипционных единиц генома
человека обнаружил 1638 и 2113 двунаправленных
промоторов соответственно. Проверка особенноS
стей экспрессии генов мыши, транскрибируемых с
двунаправленных промоторов, с помощью гибриS
дизации на микрочипах показала, что очень часто
гены, транскрибируемые в противоположных наS
правлениях с одного двунаправленного промотора,
регулируются координировано [1]. По оценкам
Collins et al. [2] в геноме человека примерно 10% геS
нов располагаются на расстоянии менее 1 т.п.н. друг
от друга и ориентированы “голова к голове”, т.е.
контролируются двунаправленными промоторами.
Показано также [1], что двунаправленные промотоS
ры обогащены сайтами связывания определенных
факторов транскрипции. Наряду с сайтами связыS
вания GASсвязывающего белка (GABP), входящего
в семейство факторов транскрипции ETS, это сайты
связывания факторов Nrf1, CCAAT, YY1 и SP1.
Установлено [3], что двунаправленные промоторы
составляют более 25% всех промоторов, располоS
женных в обогащенных CpGSдинуклеотидами обS
ластях генома (CpGSостровках) и гиперметилироS
ванных в опухолевых клетках.

В ходе работы, направленной на поиск потенциS
альных белковых партнеров ядерного рецептора
DAX1 с использованием дрожжевой двухгибридной
системы, нами был клонирован фрагмент кДНК,
кодирующей гипотетический белок CCDC142 с неS
известной функцией. Ген, кодирующий этот белок,
локализован в области 2p13.1. Согласно предсказаS
ниям, основанным на сравнении геномной послеS
довательности и EST, он состоит из 9 экзонов. ОбS
щая длина гена – 8895 п.н. Со стороны теломеры
ген CCDC142 соседствует с геном MRPL53, кодируS
ющим митохондриальный рибосомный белок, коS
торый находится на расстоянии 1306 п.н. и трансS
крибируется в том же направлении. Со стороны
центромеры рядом с геном CCDC142 располагается
ген ТТС31 в ориентации “голова к голове”. МежS
генная область имеет размер всего 93 п.н. (расстояS
ние между предполагаемыми точками инициации
транскрипции, соответствующими 5'Sконцам наиS
более длинных EST). Анализ межгенной области с
помощью программы MatInspector выявил сайты
связывания факторов транскрипции, характерные
для двунаправленных промоторов [2]. Целью настоS
ящей работы было клонирование и характеристика
промоторной области гена CCDC142. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали штамм Escherichia coli
JM109, рестрикционные эндонуклеазы BamHI,
EcoRI, NcoI, SalGI, XhoI фирмы “Promega”, BglII,
KpnI, NheI, NotI, SmaI, Eco32I (EcoRV), ДНКSлиS
газу фага Т4, щелочную фосфатазу из кишечника
теленка (CIAP) и TaqSДНКSполимеразу фирмы
“MBI Fermentas” (Литва), олигонуклеотиды (табл. 1)
фирмы “Синтол” (Россия). Все генноинженерные
процедуры проводили согласно стандартным проS
токолам [3]. Плазмиды выделяли из клеток E. coli с
помощью наборов Plasmid Mini Kit фирмы
“Qiagen”.

Амплификация и клонирование фрагментов геном9
ной ДНК человека. Суммарную ДНК выделяли из
периферической крови с помощью набора WizardR

Genomic DNA Purification Kit (“Promega”). ФрагS
менты геномной ДНК, содержащие межгенную обS
ласть генов CCDC142 и TTC31, амплифицировали,
используя ПЦР со следующими парами праймеров
(табл. 1): 1) ccdSttc PRSKp и ccdSttc PRSBg (продукт
размером 646 п.н.); 2) ccdSttc PRSBgSn и ccdSttc PRS
KpSn (646 п.н.); 3) NhSccd_TisSL и ccdSttc PRSBg
(423 п.н.); 4) NhSccd_TisSL и ccdSttc PRSKpSn
(423 п.н.); 5) NhSccd_TisSR и ccdSttc PRSBg (254 п.н.);
6) NhSccd_TisSR и ccdSttc PRS Kp (254 п.н.); 7) NhS
ttc_TisSL и ccdSttc PRSBg (283 п.н.); 8) NhSttc_TisSL и
ccdSttc PRS KpSn (283 п.н.); 9) NhSttc TisSR и ccdSttc
PRS Kp (390 п.н.); 10) NhSttc TisSR и ccdSttc PRSBgSn
(390 п.н.). Продукты ПЦР разделяли электрофореS
тически в 1%Sных агарозных гелях и выделяли из геS
ля, используя компоненты набора QIAquickR Gel
Extraction Kit (“Qiagen”). Выделенные фрагменты
клонировали в векторе pGEMR –T Easy (“Promega”).
Рекомбинантные клоны отбирали на чашках с агаS
ризованной средой, содержащей ампициллин, изоS
пропилтиоSβSDSгалактозид (ИПТГ) и (XSGal).
Присутствие вставок подтверждали с помощью
ПЦР на колониях с праймерами M13SF и M13SR
(табл. 1). Плазмиды из положительных клонов выS
деляли и секвенировали с теми же праймерами. 

Выделение РНК и проведение обратной тран9
скрипции–ПЦР. Суммарную РНК из тканей челоS
века выделяли гуанидинтиоцианатным методом
[5], из культивируемых клеток – с использованием
реагента TRIzolR (“InvitrogenTM”). Целостность
РНК проверяли с помощью электрофореза в 1%S
ном агарозном геле, концентрацию РНК определяS
ли на спектрофотометре NanoDrop 1000 (“Termo
Fisher Scientific Inc.”). Обратную транскрипцию
проводили с реагентами ImPromSIITM Reverse TranS
scription (“Promega”). Синтез кДНК с 1 мкг суммарS
ной РНК праймировали олиго(dT)15. Реакцию остаS
навливали прогреванием реакционной смеси при
70°С в течение 15 мин. Для последующей ПЦР браS
ли 1 мкл реакционной смеси. 
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ОРЕХОВА и др.

Конструирование плазмид с репортерным геном
люциферазы для определения промоторной активно9
сти фрагментов ДНК. Фрагменты межгенной облаS
сти генов CCDC142 и TTC31, клонированные в векS
торе pGEMR–T Easy, вырезали рестриктазами KpnI
и BglII, KpnI и NheI или NheI и BglII, сайты узнаваS
ния которых были введены в праймеры для амплиS
фикации (табл. 1). Полученные фрагменты встраиS
вали в вектор pGL3SBasicR (“Promega”), расщепленS
ный теми же рестриктазами. Присутствие вставок
подтверждали с помощью ПЦР на колониях с прайS
мерами RVSPr3 и GLSPr2 (табл. 1). 

Конструирование векторов для одновременной
экспрессии генов двух флуоресцентных белков в клет9

ках млекопитающих. Для конструирования вектоS
ров экспрессии, содержащих межгенную область
CCDC142+TTC31, предварительно получили плазS
миду с двумя сигналами полиаденилирования,
фланкирующими полилинкер. С этой целью из
вектора pcDNA3.1(+) (“Invitrogen”) удаляли BglII–
BamHISфрагмент, содержащий промотор и энханS
сер цитомегаловируса. Вместо него встраивали
BamHISфрагмент размером 262 п.н., содержащий
сигнал полиаденилирования вируса SV40. ПолуS
ченный вектор pcDNASStop содержит полилинкер,
с одной стороны которого помещен сигнал полиаS
денилирования SV40, а с другой – сигнал полиадеS
нилирования гена гормона роста крупного рогатого
скота (BGH).

Таблица 1. Синтетические олигонуклеотиды, использованные в работе 

Олигонуклеотид Нуклеотидная последовательность (5' → 3')* Число звеньев

ccdSttc PRSKp GGTACCAGTGAACCTCCCAGCGAAG 25 

ccdSttc PRSBg AGATCTGGGCCGTAGAGAGCAGTCTAC 27 

ccdSttc PRSBgSn AGATCTAGTGAACCTCCCAGCGAAG 25 

ccdSttc PRSKpSn GGTACCGGGCCGTAGAGAGCAGTCTAC 27 

NhSccd TisSL GCTAGCGCCGTTTTCTCCAGTCCGGGA 27 

NhSttc TisSL GCTAGCCTTTCATTTCCGGGTCACTGT 27 

NhSccd TisSR GCTAGCCCGGACTGGAGAAAACGGC 25 

NhSttc TisSR GCTAGCACAGTGACCCGGAAATGAAAG 25 

ccd142SF1 GCCCTCCGTGAATTCCAGGCGTCTCGCTCAGGTA 34 

ccd142SR1 CAGCCCTCCGTCGACAGAGGAGGTAAGTCCTTTTG 35 

ttc31_F1 AGATCTCATGGCGCCGATTCCAAAGACTG 29 

ttc31_R2 TTGAGCAAAGCTGGTACCCAAC 22 

M13SF GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA 22 

M13SR GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 24 

RVSPr3 CTAGCAAAATAGGCTGTCCC 20 

GLSPr2 CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA 22 

BGH AACTAGAAGGCACAGTCG 18

EGFPSN CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG 22

RedSN GTACTGGAACTGGGGGGACAG 21

*Подчеркнуты нуклеотидные последовательности участков узнавания рестриктаз BglII (AGATCT), EcoRI (GAATTC), KpnI
(GGTACC), NheI (GCTAGC) и SalGI (GTCGAC). 
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На следующем этапе в этот вектор встраивали
межгенную область CCDC142+TTC31. Вектор
pcDNASStop расщепляли рестриктазой Eco32I, обS
рабатывали ДНКSполимеразой Taq в присутствии
dTTP в течение 1 ч при 70°С. Таким образом полуS
чили линейную форму вектора с 3'Sвыступающими
остатками dT. Эту форму смешивали с продуктом
ПЦРSамплификации межгенной области
CCDC142+TTC31 с праймерами ccdSttc PRSBgSn и
ccdSttc PRSKpSn (фрагмент размером 646 п.н.) и обS
рабатывали ДНКSлигазой фага Т4. После трансфорS
мации лигазной смесью клеток штамма JM109 E. coli
клоны со вставками отбирали с помощью ПЦР на
колониях, используя две комбинации пар праймеS
ров: ccdSttc PRSBgSn/BGH и ccdSttc PRSKpSn/BGH.
В результате получили два варианта плазмид, отлиS
чающихся ориентацией фрагмента межгенной обS
ласти CCDC142+TTC31 – pcDNASсcdcSttcSPrS6 и
pcDNASсcdcSttcSPrS18. 

На следующей стадии конструирования в полуS
ченные векторы встроили ген зеленого флуоресS
центного белка EGFP из плазмиды pEGFPSN1
(“Clontech”). Для этого pEGFPSN1 сначала расщеS
пили рестриктазами BamHI и NotI. Продукты расS
щепления обработали ДНКSполимеразой Taq в
присутствии четырех dNTP в течение 1 ч при 70°С.
Фрагмент, содержащий ген EGFP, с 3'SвыступаюS
щими остатками dA клонировали в векторе pGEMS
Teasy (“Promega”). Рекомбинантные клоны отбираS
ли на среде с XSGal/ИПТГ, наличие вставок подS
тверждали с помощью ПЦР на колониях, используя
праймеры M13F и M13R. В полученных клонах ген
EGFP фланкирован участками узнавания рестрикS
тазы EcoRI, что позволило вырезать его этой реS
стриктазой и встроить в векторы pcDNASсcdcSttcS
PrS6 и pcDNASсcdcSttcSPrS18, расщепленные EcoRI
и обработанные CIAP. Клоны с правильной ориенS
тацией гена EGFP по отношению к промоторной
области отбирали с помощью ПЦР на колониях с
праймерами GFPSN и BGH (табл. 1). В результате
получили векторы – pcDNASсcdcSttcSPrS6SEGFP и
pcDNASсcdcSttcSPrS18SEGFP. 

На заключительном этапе в векторы встраивали
фрагменты с геном красного флуоресцентного белS
ка DsRed2 из вектора pDsRed2S1 (“Clontech”).
Плазмиду pcDNASсcdcSttcSPrS6SEGFP гидролизоS
вали рестриктазами BglII и NotI и лигировали с
BglII–NotISфрагментом, вырезанным из pDsRed2S1.
Плазмиду pcDNASсcdcSttcSPrS18SEGFP расщепS
ляли рестриктазами KpnI и NotI и лигировали с
KpnI–NotISфрагментом из pDsRed2S1. В обоих
случаях рекомбинантные клоны отбирали с помоS
щью ПЦР на колониях c праймерами GFPSN и
DsRedSN. В результате получили два вектора, соS
держащих гены флуоресцентных белков EGFP и
DsRed2, с расположенным между ними фрагменS
том межгенной области CCDC142+TTC31 – pcDNAS

сcdcSttcSPrS6SEGFPSDsRed2 и pcDNASсcdcSttcSPrS
18SEGFPSDsRed2.

Трансфекцию клеток HEK293 (линия эпителиоS
подобных клеток почки эмбриона человека) провоS
дили с использованием липофектамина (“InvitroS
genTM”). К образцам ДНК (0.5 мкг/мкл в ТЕSбуфеS
ре) добавляли 120 мкл среды DMEM и 150 мкл
липофектамина. Смесь перемешивали на вортексе
и инкубировали в течение 20 мин при 20°С, добавS
ляли 1.2 мл среды DMEM, снова перемешивали на
вортексе, центрифугировали в течение 1 мин при
6000 об/мин и инкубировали в течение 4 ч. Затем
среду DMEM заменяли обогащенной факторами
роста средой DMEM. Клетки высевали в 24SлуночS
ные планшеты и выращивали в CO2Sинкубаторе
при 37°С в атмосфере 5% CO2 в течение 24–48 ч. 

Определение активности люциферазы. Плазмиды
с репортерным геном люциферазы светлячка ввоS
дили в клетки HEK293, как описано выше. Каждый
образец, кроме тестируемой репортерной конS
струкции, содержал также плазмиду pRLStk
(“Promega”) с геном люциферазы Renilla под конS
тролем промотора гена тимидинкиназы вируса проS
стого герпеса. Результаты определения активности
люциферазы светлячка нормировали по активноS
сти люциферазы Renilla, что позволяло учесть разS
личия в эффективности трансфекции клеток в разS
ных образцах. В качестве контроля использовали
плазмиду pGL3SBasic (не содержит промотора и
служит отрицательным контролем) и pGL3SControl
(содержит промотор и энхансер вируса SV40 и слуS
жит положительным контролем). 

Из лунок планшетов с трансфицированными
клетками удаляли культуральную среду, отмывали
лунки 1 мл однократного фосфатноSсолевого буфеS
ра (PBS), клетки лизировали, добавляя 100 мкл PasS
sive Lysis Buffer из набора DualSGloTM Luciferase AsS
say System (“Promega”) и выдерживая в течение
10 мин при комнатной температуре. Лизаты переS
носили в пробирки на 1.5 мл и центрифугировали
при 13200 g в течение 10 мин. По 20 мкл лизатов
вносили в лунки 96Sлуночного планшета и опредеS
ляли последовательно активность люциферазы
светлячка и люциферазы Renilla, используя реагенS
ты набора DualSGloTM Luciferase Assay System. ЛюS
минесценцию измеряли на мультиридере Plate
CHAMELEONTM V (“Hydex Oy”, Финляндия). СтаS
тистическую обработку результатов проводили с
помощью программы Microsoft Excel.

Секвенирование ДНК. Нуклеотидные последоваS
тельности определяли в Межинститутском Центре
коллективного пользования “ГЕНОМ”, ИМБ РАН
(http://www.genomeScentre.narod.ru/), организованS
ном при поддержке РФФИ (грант № 00S04S55000).
Образцы секвенировали на автоматическом секвеS
наторе ABI PRISM Model 3100 (“Applied BiosysS

7
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tems”), результаты секвенирования анализировали
с использованием программы Chromas (htS
tp://www.technelysium.com.au/chromas.htm).

Флуоресцентная микроскопия. Флуоресценцию
белков EGFP и DsRed2 в трансфицированных клетS
ках выявляли на микроскопе Leica DMI 4000 (США).

Базы данных и компьютерные программы. ГомоS
логии вставок клонов и участков генома человека
(база данных GenBank, NCBI, США) анализироваS
ли с использованием следующих программ:

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) и
BLAT (http://www.genome.ucsc.edu/cgiSbin/hgBlat?
command=start).

Поиск проводили с помощью ресурсов отделеS
ния NR (non redundant) базы данных GenBank
NCBI и htgs – раздел базы данных, где помещены
незавершенные последовательности генома челоS
века (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) и сервера UCSC
Human Genome Browser (http://www.genome.ucsc.
edu/cgiSbin/hgGateway). Поиск потенциальных сайS
тов связывания факторов транскрипции проводиS
ли, используя программу MatInspector (http://
www.genomatix.de/cgiSbin/./eldorado/main.pl). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ экспрессии генов CCDC142 и TTC31

Ген гипотетического белка CCDC142 – потенциS
ального партнера ядерного рецептора DAX1 – локаS
лизован в области 2p13.1 рядом с геном другого гиS

потетического белка TTC31. Гены ориентированы
“голова к голове” и транскрибируются в противоS
положных направлениях. Прежде чем клонировать
межгенную область, мы проверили, происходит ли
координированная транскрипция генов ССDС142 и
ТТС31 в тканях, экспрессирующих DAX1 – надпоS
чечниках и гипофизе, а также в клетках HEK293,
которые в дальнейшем планировали использовать
для функционального анализа промоторной активS
ности. С этой целью применили метод обратной
транскрипцииSПЦР с праймерами, специфичными
к экзонам этих генов – экзонам 1 и 4 гена ССDС142
(ccd142SF1/ccd142SR1) и экзонам 1 и 10 гена ТТС31
(ttc31SF1/ttc31SR2) соответственно (табл. 1). Во всех
случаях выявлены продукты ПЦР ожидаемой длиS
ны – 1396 п.н. для гена ССDС142 и 952 п.н. для гена
ТТС31 (рис. 1), что подтвердило одновременную
экспрессию двух генов в изученных образцах. 

Клонирование и анализ промоторной активности 
межгенной области ССDС142�ТТС31 человека

Для более детальной характеристики промотоS
ров фрагмент межгенной области ССDС142+ТТС31
длиной 637 п.н. амплифицировали и встроили в
вектор pGL3SBasic (“Promega”) перед репортерным
геном люциферазы светлячка в двух противопоS
ложных ориентациях. Этот фрагмент включает
293 п.н. начала транскрибируемой области гена
ССDС142, 93 п.н. межгенной области и 252 п.н. наS
чала транскрибируемой области гена ТТС31. На

1 2 3 4 5 6 7 8 M

1396 п.н.

952 п.н.

Рис. 1. Анализ экспрессии генов CCDC142 (1, 3, 5, 7) и
TTC31 (2, 4, 6, 8) в клетках HEK293 (1, 2), гипофизе (3,
4), взрослых (5, 6) и фетальных (7, 8) надпочечниках
человека методом обратной транскрипцииSПЦР. М –
маркеры длины (2415, 1651, 1151+1101, 580, 564, 514,
487, 420, 396, 255 п.н.). Стрелками показано положеS
ние продуктов ПЦР. 
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Рис. 2. Анализ промоторной активности межгенной
области CCDC142+TTC31 в системе временной эксS
прессии репортерного гена люциферазы в клетках
HEK293. Представлены результаты трех независимых
опытов. Приведены средние значения и стандартные
отклонения. 1 – pGL3SBasic; 2 – pGL3SControl; 3 –
pGL3SBasicSTTC31SCCDC142SPrSfull; 4 – pGL3SBaS
sicSCCDC142STTC31SPrSfull. 



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 45  № 3  2011

НОВЫЙ ДВУНАПРАВЛЕННЫЙ ПРОМОТОР ИЗ ГЕНОМА ЧЕЛОВЕКА 491

следующем этапе сконструированными векторами
трансфицировали клетки HEK293 и измерили акS
тивность люциферазы. Каждый образец, кроме теS
стируемой репортерной конструкции, содержал
также плазмиду pRLStk с геном люциферазы Renilla
под контролем промотора гена тимидинкиназы виS
руса простого герпеса. По активности люциферазы
Renilla нормировали результаты определения акS
тивности люциферазы светлячка, что позволяло
учесть различия в эффективности трансфекции
клеток в разных образцах. В качестве контроля исS
пользовали также плазмиду pGL3SBasic (не содерS
жит промотора и служат отрицательным контроS
лем) и плазмиду pGL3SControl (содержит промотор
и энхансер вируса SV40 и служит положительным
контролем). Установлено, что активность промотоS
ра гена CCDC142 (конструкция pGL3SBasicS
CCDC142STTC31SPrSfull) примерно равна, а активS
ность промотора гена TTC31 (конструкция pGL3S
BasicSTTC31SCCDC142SPrSfull) примерно вдвое
выше активности промотора SV40 в плазмиде
pGL3SControl (рис. 2). Таким образом, межгенная
область CCDC142+TTC31 действует в клетках
HEK293 как относительно сильный двунаправленS
ный промотор, что позволяет использовать ее для
создания векторов для одновременной конституS
тивной экспрессии двух разных генов в клетках
млекопитающих. 

Использование межгенной области CCDC142�
TTC31 для одновременной экспрессии двух генов 

в клетках млекопитающих на примере генов 
флуоресцентных белков

Возможность одновременной экспрессии двух
генов мы проверяли с использованием векторов,

содержащих гены двух флуоресцентных белков –
зеленого (EGFP) и красного (DsRed2), и встроенS
ную между ними межгенную область CCDC142+
TTC31. Схемы кассет экспрессии векторов предS
ставлены на рис. 3. Межгенная область должна наS
правлять транскрипцию гена EGFP в одном направS
лении и гена DsRed2 – в противоположном. Кассеты
экспрессии содержат также сигналы полиаденилиS
рования SV40 и гена BGH после генов EGFP и DsRed2
соответственно. 

После трансфекции клеток HEK293 синтезируеS
мые белки EGFP и DsRed2 визуализировали с поS
мощью флуоресцентной микроскопии. На рис. 4
показаны результаты, полученные при трансфекS
ции клеток вектором pcDNASсcdcSttcSPrS18SEGFPS
DsRed2. Видно, что в трансфицированных клетках
одновременно экспрессируются оба гена. При наS
ложении изображений зеленой (рис. 4а) и красной
(рис. 4в) флуоресценции они полностью совпадают
(рис. 4б). Сходные результаты получены с испольS
зованием вектора pcDNASсcdcSttcSPrS6SEGFPS
DsRed2 с противоположной по отношению к генам
EGFP и DsRed2 ориентацией промоторного фрагS
мента. Таким образом, двунаправленный промотор
межгенной области CCDC142+TTC31 может быть
использован для одновременной конститутивной
экспрессии двух генов в клетках человека. 

Делеционное картирование минимального 
двунаправленного промотора межгенной области 

CCDC142�TTC31

Следующей задачей было картирование границ
двунаправленного промотора. С этой целью полуS
чены укороченные фрагменты межгенной области
CCDC142+TTC31, которые встраивали в вектор

а

б

SV40pA
EGFP

<TTC31SCCDC142>
DsRed2

BGHpA

XbaI, EcoRI EcoRI, BglII KpnI NotI, XhoI, XbaI

SV40pA
EGFP

<CCDC142STTC31>
DsRed2

BGHpA

XbaI, EcoRI EcoRI, KpnI BglII, XhoI, NotI, XhoI, XbaI

P

P

HindIII, EcoRI

Рис. 3. Схемы кассет экспрессии в векторах pcDNASсcdcSttcSPrS6SEGFPSDsRed2 (а) и pcDNASсcdcSttcSPrS18SEGFPS
DsRed2 (б). P – двунаправленный промотор межгенной области CCDC142+TTC31; EGFP и DsRed2 – гены зеленого и
красного флуоресцентных белков; SV40pA и BGHpA – сайты полиаденилирования вируса SV40 и гена гормона роста
крупного рогатого скота. Стрелками показаны направления транскрипции. Внизу отмечены положения участков
узнавания рестриктаз, уникальные сайты выделены полужирным. 
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pGL3SBasic. Полученными конструкциями трансS
фицировали клетки HEK293 и определяли в них
люциферазную активность. Схематическое изобраS
жение делеционных вариантов межгенной области
CCDC142+TTC31 и результаты определения люциS
феразной активности после трансфекции клеток
HEK293 приведены на рис. 5. Укорачивание исходS
ного фрагмента межгенной области с обеих сторон
и приводит к снижению промоторной активности,
однако центральная часть фрагмента 300 п.н. сохраS
няет относительно высокую активность (примерно
45–85% активности исходного фрагмента). НукS
леотидные последовательности обеих цепей миниS
мального промоторного фрагмента представлены
на рис. 6. В этих последовательностях мы провели
поиск регуляторных элементов корSпромоторов –
инициаторного элемента (Inr) с консенсусом
YYANWYY [6], элемента, узнаваемого фактором
транскрипции IIB (BRE), с консенсусом SSRCGCC
[7] и нижележащего элемента (DPE) с консенсусом
DSWYVY [8], где R – G/C, Y – T/C, W – A/T, S –

G/C, D – A/G/T, V – A/C/G. Анализ нуклеотидной
последовательности минимального фрагмента выS
явил такие элементы (рис. 6), причем их положение
относительно условных точек инициации транS
скрипции генов CCDC142 и TTC31 согласуется с тиS
пичной архитектурой корSпромоторов [9–11].

Ортологи генов CCDC142 и TTC31 человека

Ортологи гена CCDC142 обнаружены у других
видов млекопитающих. Результаты выравнивания
нуклеотидных последовательностей кДНК этих геS
нов и выведенных аминокислотных последовательS
ностей их белковых продуктов свидетельствует об их
консервативности (табл. 2). Уровень идентичности
аминокислотных последовательностей CCDC142
человека и шимпанзе составляет более 99%, человеS
ка и собаки – 85%, человека и крупного рогатого
скота – 83%, человека и грызунов (мышь, крыса) –
более 75%. Ортологи гена TTC31 обнаружены у приS
матов, собаки, полосатого данио (табл. 3), но не выявS

а б в

Рис. 4. Анализ одновременной экспрессии генов флуоресцентных белков EGFP и DsRed2 под контролем двунаправS
ленного промотора межгенной области CCDC142+TTC31 в клетках HEK293. a – Флуоресценция EGFP; в – флуоресS
ценция DsRed2; б – совмещение изображений а и в. 
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ляются у грызунов. В то же время организация других
генов, примыкающих к гену CCDC142, в синтенных
участках геномов человека и грызунов идентична. ТаS
ким образом, ген TTC31 утрачен у грызунов. 

Функции белковых продуктов генов CCDC142 и
TTC31 не известны. Белок CCDC142, как следует из
его названия, содержит структурный домен “спиS
ральная спираль” [12], но лишен какихSлибо функS
циональных доменов. Нами установлено, что слиS
тый белок EGFPSCCDC142, синтезируемый в клетS
ках млекопитающих, локализуется в цитоплазме
(данные не представлены). В аминокислотной поS
следовательности белка CCDC142 человека присутS
ствуют пять LXXLLSподобных мотивов, которые
могут участвовать в белокSбелковых взаимодейS
ствиях, как это показано на примере некоторых
ядерных рецепторов [13, 14]. Эти мотивы возможно
обусловливают взаимодействие белка CCDC142 с
ядерным рецептором DAX1 (NR0B1), выявленное
нами в дрожжевой двухгибридной системе. 

Функции белка TTC31, предсказанного методаS
ми биоинформатики на основе анализа нуклеотидS

ных последовательностей геномов, также неизвестS
ны. Этот белок содержит домен TTR (TetraTricopepS
tide Repeat). Белки с TTRSдоменом обнаружены у
разных организмов – от бактерий до человека. Они
участвуют в таких разнообразных процессах, связанS
ных с белокSбелковыми взаимодействиями, как
функционирование шаперонов, регуляция клеточS
ного цикла, транскрипция, транспорт белков [15, 16]. 

Широкое распространение двунаправленных 
промоторов в геномах млекопитающих

Как уже отмечалось, биоинформатический
анализ генома человека и других млекопитающих
показал, что они содержат большое число двунаS
правленных промоторов, разделяющих близко
расположенные гены, ориентированные “голова к
голове” [1, 2, 17]. Доля таких генов в геноме челоS
века, согласно [18], составляет около 10%. Лишь
малая часть двунаправленных промоторов содерS
жит ТАТАSбоксы – 9% по сравнению с 29% одноS
направленных промоторов [19]. В то же время,
двунаправленные промоторы значительно чаще,

а б
CCDC142 TTC31
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Рис. 5. Делеционное картирование двунаправленного промотора межгенной области CCDC142+TTC31 человека. а –
Схемы делеционных вариантов межгенной области (стрелки показывают направление транскрипции репортерного
гена люциферазы, внизу выделено положение минимального промоторного фрагмента); б – относительная активS
ность люциферазы. Приведены средние значения трех независимых опытов. 
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чем однонаправленные связаны с CpGSостровкаS
ми (90 против 45%) [3, 19]. Практически половина
генов, разделенных двунаправленными промотоS
рами, коэкспрессируется или регулируются коорS
динировано [18, 19]. Для двунаправленных промоS
торов характерно также присутствие элементов
корSпромоторов (Inr, BRE, DPE) [11, 19]. Особый
интерес представляет сравнительное картирование
двунаправленных промоторов в геномах разных виS
дов млекопитающих. Предпринятая попытка карS
тирования ортологов двунаправленных промоторов

человека в геноме крупного рогатого скота [20] поS
казала, что по меньшей мере у 70% пар генов челоS
века, транскрибирующихся с двунаправленных
промоторов, имеются ортологичные пары в геноме
крупного рогатого скота. 

Клонированный и охарактеризованный в настоS
ящей работе двунаправленный промотор межгенS
ной области CCDC142+TTC31 из генома человека
является типичным представителем этого класса
промоторов. Он лишен ТАТАSбокса, тесно связан с

а

б

СHR2: 74, 709, 961–74, 710, 261 (–цепь) ген CCDC142

СHR2: 74, 709, 961–74, 710, 260 (+цепь) ген TTC31

Рис. 6. Нуклеотидные последовательности минимального двунаправленного промотора межгенной области CCDC142+
TTC31 человека и локализация потенциальных элементов корSпромоторов – Inr (консенсус – YYANWYY), BRE (конS
сенсус SSRCGCC) и DPE (консенсус DSWYVY), где R – G/C, Y – T/C, W – A/T, S – G/C, D – A/G/T, V – A/C/G. ПриS
ведены (–)S и (+)Sцепи (а и б) хромосомы 2 человека с сервера UCSC Human Genome Browser (референсная последоS
вательность GRCh37/hg19, февраль 2009 г.). Подчеркнуты транскрибируемые области, соответствующие наиболее
протяженным в 5'Sнаправлении EST, курсивом показаны 5'Sфланкирующие последовательности. Потенциальные элеS
менты корSпромоторов затенены, потенциальные InrSэлементы дополнительно выделены полужирным. 

Таблица 3. Консервативность белка и гена TTC31 

Сравниваемые виды

Уровень 
идентичности, %

белок ген

Homo sapiens/Pan troglodytes 98.1 99.0

Homo sapiens/Canis lupus familiaris 83.3 86.1

Homo sapiens/Danio rerio 40.5 51.2

Таблица 2. Консервативность белка и гена CCDC142 

Сравниваемые виды

Уровень 
идентичности, %

белок ген 

Homo sapiens/Pan troglodytes 99.2 99.3

Homo sapiens/Canis lupus familiaris 79.6 85.0

Homo sapiens/Bos taurus 77.3 83.0

Homo sapiens/Mus musculus 74.1 76.7

Homo sapiens/Rattus norvegicus 74.2 77.2
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CpGSостровком, содержит элементы Inr, BRE и
DPE корSпромоторов. 

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований (09S04S01497а). 
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