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 Фактор транскрипции Oct1 принадлежит к
семейству POUбелков, участвующих в регуляции
транскрипции и дифференцировки клеток. Оct1
содержит высококонсервативный у всех белков
этого семейства ДНКсвязывающий POUдомен.
О важной роли Oct1 в развитии свидетельствует
ранняя гибель эмбрионов мышей с разрушенным
локусом otf�1, в котором расположен ген oct�1.
oct�1 – один из генов, активируемых на самых
ранних стадиях эмбрионального развития, он

экспрессируется во всех делящихся клетках эука
риот и участвует в регуляции многих генов, в том
числе генов “домашнего хозяйства”, включая ге
ны мяРНК, гистона Н2В, а также гены, специ
фичные для иммунной, эндокринной и нервной
системы [1]. Oct1 играет важную роль в функци
онировании иммунной системы и в гемопоэзе
[1–5]. Под контролем Oct1 находятся ключевые
сигнальные молекулы, вовлеченные в работу этих
систем. Вопервых, Oct1 контролирует синтез
таких медиаторов, как интерлейкины 2, 3, 5, 8 и
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Фактор транскрипции Oct�1, принадлежащий к семейству белков с высококонсервативным ДНК�свя�
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тканеспецифических генов. Несколько изоформ Oct�1 были описаны ранее, определена нуклеотидная
последовательность их генов и соответствующие аминокислотные последовательности. В представлен�
ной работе в гене оct�1 обнаружен новый альтернативный промотор, с которого синтезируется новая
мРНК, названная Oct�1Х. Продукт трансляции мРНК Oct�1X – укороченный с N�конца белок, N�кон�
цевая последовательность которого не соответствует изоформам Oct�1A или Oct�1L. Изучение экс�
прессии новой изоформы в тканях и клеточных линиях человека показало, что Oct�1Х относится к
убиквитарным изоформам, однако уровень экспрессии Oct�1X может сильно различаться в разных тка�
нях человека. Методами котрансфекции и двойного люциферазного анализа установлено, что Oct�1Х
активирует транскрипцию как генов “домашнего хозяйства” (ген гистона Н2В), так и тканеспецифиче�
ских генов (ген В29).
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гранулоцитарномакрофагальный колониести
мулирующий фактор. Вовторых, Oct1 контро
лирует транскрипцию генов таких рецепторов,
как hCCR2 – рецептор хемоаттрактантного белка 1
моноцитов (необходим для хемотаксиса моноци
тов), рецептор CD11/CD18 (определяет адгезию
лейкоцитов к эндотелию). Ген кининового рецеп
тора B(1), который экспрессируется при воспале
нии или отторжении ткани, содержит в промо
торной области octсайт. Втретьих, в гемопоэти
ческих клетках Oct1 контролирует экспрессию
генов некоторых ферментов: генов простаглан
динDсинтазы человека и βгалактозидα2,6
сиалилтрансферазы, количество которой снижа
ется при дифференцировке in vitro клеток моно
цитарного ряда (линия HL60). Вчетвертых, это
некоторые тканеспецифические поверхностные
белки В и Тлимфоцитов: mb1, В29, Ly9. Белки
В29 и mb1 – это Bклеточные мембранные бел
ки, которые экспрессируются в процессе созрева
ния Вклеток, а Ly9 – поверхностный гликопро
теин Т и Вклеток. Впятых, Oct1 контролирует
гены иммуноглобулинов, которые экспрессируют
ся только в процессе дифференцировки Вклеток,
начиная с самых ранних стадий и до терминальной
дифференцировки – плазматических клеток. Та
ким образом, Oct1 – это критический регулятор
транскрипции генов иммуноглобулинов в ходе
дифференцировки Вклеток [6].

Предполагается, что Oct1 играет очень важ
ную роль и в регуляции эндокринной системы [1].
Влияние Oct1 проявляется на всех уровнях
функционирования эндокринной системы. Oct1
регулирует транскрипцию гена гонадотропин
рилизинг фактора, который синтезируется в ги
поталамусе и является самым верхним звеном
гормональной регуляции репродуктивной функ
ции организма. В аденогипофизе Oct1 контро
лирует экспрессию генов пролактина и фактора
Pit1, который, в свою очередь, регулирует тран
скрипцию генов соматотропного, лактотропного
и тиреотропного гормонов. В щитовидной железе
Oct1 контролирует экспрессию гена тиреоидно
го фактора транскрипции 1 (ТТФ1). Oct1 взаи
модействует с ядерными рецепторами гормонов,
что также указывает на значимость Oct1 для
функционирования эндокринной системы. Oct1
взаимодействует с рецептором андрогенов и регу
лирует работу гена Slp, экспрессия которого огра
ничена полом. Oct1 связывается с рецептором
глюкокортикоидов и в составе такого комплекса
подавляет экспрессию гена гонадотропинрили
зинг фактора. Из этих данных следует, что Oct1
участвует в гормонзависимой регуляции различ
ных генов и является фактором, осуществляю
щим взаимодействие между разными гормонами
путем активации или репрессии генов.

Высокий уровень транскрипции Oct�1 выявлен
в нервной трубке эмбрионов мыши (13й день эм

бриогенеза), но в процессе эмбрионального раз
вития высокий уровень экспрессии Oct�1 посте
пенно ограничивается только отдельными обла
стями головного мозга. Подобное динамическое
изменение экспрессии Oct�1 в тканях зародыша
свидетельствует о важной роли Oct1 в формирова
нии нейронов, клеток нервного гребня и их произ
водных [7].

ДНКсвязывающий белок Oct1 подвергается
сложным посттрансляционным модификациям
(в основном фосфорилированию множества сай
тов, расположенных как в ДНКсвязывающем
домене, так и в Nконцевой области) [8, 9]. В за
висимости от характера модификации могут из
меняться как ДНКсвязывающие свойства Oct1,
так и его взаимодействие с другими белками
транскрипционного комплекса [1, 2, 10–13]. 

Существование альтернативных промоторов в
гене oct�1 и альтернативный сплайсинг его мРНК
приводят к образованию нескольких изоформ
Oct1. Ранее мы показали, что помимо промотора
U, с которого транскрибируются мРНК убикви
тарных изоформ Oct1A и Oct1B, ген oct�1 содер
жит тканеспецифический промотор L, который
определяет синтез изоформ Oct1L и Oct1R у
мыши и Oct1L у человека [1, 13]. Oct1L синтези
руется только в Т и Влимфоцитах и в головном
мозге, а Oct1R – только в Влимфоцитах мыши,
причем на ранних стадиях дифференцировки
[10, 12, 14–16]. 

Данные о функциях белка Oct1 [1, 2] носят от
части противоречивый характер в силу того, что
обычно изучают общий пул белков Oct1, а не от
дельные изоформы, непосредственно вовлечен
ные в какойто определенный процесс.

В гене оct�1 мы обнаружили новый альтерна
тивный промотор, с которого синтезируется не
известная ранее изоформа мРНК, Oct�1Х. 5'ко
нец мРНК этой изоформы отличается от уже из
вестных Oct�1А, Oct�1В и Oct�1L. Характер
экспрессии Oct1Х в различных тканях и клеточ
ных линиях человека позволяет отнести эту изо
форму к убиквитарным, при этом ее уровень зна
чительно варьирует в разных тканях. Нами пока
зано, что Oct1Х активирует транскрипцию как
генов “домашнего хозяйства” (ген гистона Н2В),
так и тканеспецифических генов (ген В29).

Это принципиально новые результаты, говоря
щие о дополнительных механизмах регуляции экс
прессии вездесущего фактора транскрипции Oct1. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии. Клеточные линии человека
Namalva, Raji, Jurkat, К562, HeLa, HL60, SKBR3
и MCF7 культивировали на среде DMEM (“Sig
ma”) с добавлением 10%ной эмбриональной сы
воротки крупного рогатого скота (“HyClone”) в
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КРЫЛОВА и др.

атмосфере 5% СО2. Все опыты проводили на
клетках в стадии экспоненциального роста. За
16 ч до начала трансфекции клетки переносили в
свежую инкубационную среду. 

Создание репортерных плазмид. Фрагмент про
мотора гена гистона Н2В человека получен со
гласно [17]. Фрагменты промоторов гена В29 и
промотора Х гена oct�1 человека получены с по
мощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) на
матрице геномной ДНК человека (“Promega”).
Фрагмент промотора гена В29 мы амплифициро
вали с использованием праймеров:

Фрагменты промотора Х гена oct�1 амплифици
ровали с использованием праймеров:

Плазмидную ДНК выделяли с помощью набора
Wizard Plus (“Promega”), структуру вставки опре
деляли секвенированием. 

Транзиентная трансфекция и определение люци�
феразной активности. Клетки линий Namalva,
К562 и HeLa трансфицировали с использованием
реактивов LipofectAMINE 2000 (“Invitrogene”)
согласно инструкции производителя. В опытах
по изучению промотора Х клетки трансфициро
вали двумя плазмидами одновременно: плазми
дой (4 мкг), содержащей фрагмент исследуемого
промотора и ген люциферазы светлячка (Firefly),
и контрольной плазмидой pRLСМV (0.5 мкг),
содержащей ген люциферазы Renilla (“Promega”).
Для изучения транскрипционной активности изо
форм Oct1A и Oct1X клетки котрансфицировали
конструкциями pcDNA3.1Oct1A3FLAG или
pcDNA3.1Oct1Х3FLAG с вектором pGL3 Basic
Vector, содержащим фрагмент изучаемого промото
ра, и контрольной плазмидой pRLСМV в соотно

B295' 5'atactcgaggagtcagagctgcagacaacaattca3'

B293' 5'atattgcaagacaacgtccgaggctccttg3'.

hOct1x1000(d)5' 5'caggacaacagataaatgattatg3'

exonX3' 5'ttcaaattctcgaaacagcatcac3'

exonX3'(250) 5'aggttattgctttacactggca3'

exonX3'(500) 5'agtagctgggattacaggcacg3'.

шении 5 : 5 : 1. Суммарное содержание обеих плаз
мид также составляло 4 мкг. Через 48 ч клетки
лизировали с помощью Reporter Lysis Buffer
(“Promega”). Люциферазную активность опре
деляли с использованием набора реактивов Dual
Luciferase Reporter Assay (“Promega”) в соответ
ствии с указаниями производителя. На каждое
определение брали 20 мкл клеточного лизата. Уро
вень экспрессии каждой конструкции рассчитыва
ли по формуле: (сигнал люциферазы светлячка)/
(сигнал люциферазы Renilla). Каждый опыт повто
ряли не менее 3 раз. 

Выделение РНК. Суммарную РНК из линий
клеток человека выделяли с помощью набора SV
Total RNA isolation kit (“Promega”) согласно ин
струкции производителя. Выход РНК определяли
спектрофотометрически. Использовали также
суммарную РНК из нормальных тканей человека
(“Ambion”, США).

Определение 5'�концов мРНК методом 5'�RACE.
5'Концевые последовательности изоформ Oct�1
определяли с использованием набора для быстрой
амплификации концевых фрагментов ДНК (Mint
RACE cDNA amplification set, “Евроген”, Россия)
согласно рекомендациям фирмы. кДНК из нор
мальных лейкоцитов человека амплифицировали в
три раунда. В каждом раунде использовали 5'кон
цевые олигонуклеотиды из набора и 3'концевые
олигонуклеотиды, специфичные для Oct�1 (табл. 1).
Продукты ПЦР лигировали в вектор pALTA
(“Евроген”), трансформировали клетки JM109,
ДНК выделяли и секвенировали.

ПЦР в реальном времени (РВ�ПЦР). Экспрес
сию изоформ Oct�1A и Oct�1X в клеточных линиях
человека анализировали методом обратной тран
скрипцииПЦР (ОТПЦР) и РВПЦР. С этой це
лью подбирали праймеры, специфичные для каж
дой изоформы (табл. 2). РВПЦР изоформ Oct�1А и
Oct�1Х проводили с использованием одновременно
трех праймеров: Oct1A5'–(Oct1AinterROX)–
ex2 и Oct1X5'–(Oct1XinterCy5)–ex2 соответ
ственно. 

Получение ДНК�конструкций в векторах для
экспрессии изоформ Oct�1 c FLAG�эпитопами в
клетках млекопитающих. Полноразмерные кДНК
изоформ Oct�1A и Oct�1X получали методом ПЦР
с парами олигонуклеотидов (Oct1A5' и Oct13’)
и (Oct1X5', Oct13') соответственно (табл. 2).
На основе вектора pcDNA3.1(+) (“Invitrogene”)
получили плазмиды для экспрессии в клетках
млекопитающих рекомбинантных изоформ Oct1
с эпитопом 3×FLAG на Сконце. Плазмидную
ДНК выделяли с помощью набора Wizard Plus
(“Promega”), структуру вставки определяли се
квенированием. 

Таблица 1. Олигонуклеотиды, используемые для 5'RACE

Раунд 5'концевой 
олигонуклеотид

3'концевой 
олигонуклеотид

I М1 5'aggtgagctgctggtcccac3'

II Mix1 5'gttgcaggttgagattc3'

III Mix2 5'gtttctgacggattgttcattc3'
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Новая изоформа мРНК Oct�1X содержит
на 5'�конце неизвестный ранее экзон 

и кодирует белок, укороченный с N�конца 

C помощью набора для определения полных
5'концевых мРНК (“Евроген”) получили новую
изоформу мРНК Oct�1 человека, названную Oct�
1X. Эта изоформа содержит новый 5'концевой
экзон, названный экзоном Х, который в результа
те сплайсинга соединяется с экзоном 2 (рис. 1).
Нуклеотидные последовательности мРНК Oct�1X
и Oct�1A, начиная со второго экзона, идентичны.
Экзон Х гена oct�1 располагается между альтерна
тивными первыми экзонами 1U и 1L на расстоя
нии 20 т.п.н. от экзона 1U и 88 т.п.н. от экзона 1L
(рис. 2). В результате сплайсинга экзонов Х и 2 от
крытая рамка считывания сдвигается в 3'об
ласть, и трансляция начинается с первого AUG
кодона второго экзона. Таким образом, с мРНК
Oct�1X транслируется укороченный с Nконца бе
лок, Nконцевая последовательность которого не
соответствует Oct1A или Oct1L. 

Уровень экспрессии мРНК Oct�1X различается в 
тканях и клеточных линиях человека

Методом РВПЦР мы сравнили экспрессию
новой изоформы Oct�1Х и убиквитарной изофор
мы Oct�1А в тканях и клеточных линиях человека
(рис. 3).

Из представленных на диаграмме данных вид
но, что новая изоформа Oct�1Х представлена во
всех изученных тканях и клеточных линиях чело
века, однако на более низком уровне, чем Oct�1А.
Максимальная экспрессия изоформы Oct�1Х вы
явлена в нормальных лейкоцитах человека и в ли
нии Тлимфобластных клеток человека Jurkat –
29 и 35%, соответственно, от уровня экспрессии
изоформы Oct�1А. Экспрессия Oct�1Х в легких,
печени, шейке матки, сердце и адипоцитах чело
века, а также в линии недифференцированных
лимфобластоидных клеток Втипа Raji и линии
клеток рака молочной железы SKBR3 составила
от 18 до 6.5% от экспрессии Oct�1А. В предста
тельной железе, яичниках человека, а также в ли
ниях клеток миелоидного лейкоза человека K562 и
промиелоцитарного лейкоза человека HL60 уро
вень экспрессии мРНК Oct�1Х был очень низким.

Рис. 1. Экспрессия новой изоформы Oct1X в лимфоцитах человека. 5'Концевой участок кДНК Oct�1Х, содержащий
экзон Х (подчеркнут), экзоны 2 и 3 (курсив) и соответствующая Nконцевая аминокислотная последовательность. 

Таблица 2. Олигонуклеотиды, используемые для ПЦР и ПЦР в реальном времени

Название Нуклеотидная последовательность

Oct1XinterCy5 5'(Cy3)ttagcttaagatggaatggttctgggcaa(BHQ2)3'

Oct1AinterROX 5'(ROX)tgagtctgctgctgctgccgc(BHQ2)3' 

Ex2 5'gtttctgacggattgttcattc3'

Oct1A5' 5'tattcaaaatggcggacgga3'

Oct13' 5'cagtccaatcacactgcagagtga3'

Oct1X5' 5'cagcacgatttgttggatgtg3'
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Таким образом, данные РВПЦР показывают,
что изоформа Oct1Х не является тканеспецифи
ческой, ее можно отнести к убиквитарным изо
формам, таким как Oct1А и Oct1В. Различия в
уровне экспрессии Oct�1Х в тканях и клеточных
линиях отражают, вероятно, тонкую регуляцию
экспрессии изоформ фактора Oct1 на уровне
транскрипции в различных тканях человека.

Изоформа Oct�1X транскрибируется с нового 
альтернативного промотора

Анализ структуры мРНК Oct�1X позволил нам
предположить, что эта изоформа транскрибиру
ется с нового альтернативного промотора.

Активность промотора Х мы изучали с ис
пользованием фрагмента геномной ДНК челове
ка, расположенного перед экзоном Х на расстоя

Oct�1A

U X B L 2 3 18

88 т.п.н.

3.1 т.п.н.20 т.п.н.

200 т.п.н.
ATG

Oct�1L

Oct�1X

Oct�1B

U

U B

X

2

2

2

2

L

ATG

ATG

ATG

Рис. 2. Интронэкзонная организация 5'области гена oct�1, и схематичное изображение изоформ мРНК Oct1 чело
века. Экзоны изображены прямоугольниками, буквами и цифрами указаны их обозначения и номера. ATG со стрел
кой – кодоны, с которых начинается трансляция.
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Рис. 4. Влияние 3'концевых делеций на промоторную активность 5'концевой нетранскрибируемой области перед
экзоном Х. а – Схема векторных конструкций pGL3 Basic Vector с фрагментами промотора Х. б – Промоторная ак
тивность конструкций, содержащих фрагменты промотора Х гена oct�1 в клеточной линии HeLa.

нии 1000 п.н. от старта транскрипции. Получены
также фрагменты с делециями (–1000… –250) и
(–1000…–500). Все фрагменты клонировали в
pGL3 Basic Vector (“Promega”). Рекомбинантны
ми плазмидами трансфицировали клетки HeLa и
определяли промоторную активность клониро
ванных фрагментов ДНК методом двойного лю
циферазного анализа (DualLuciferase® Reporter
Assay System, “Promega”).

Полученные данные подтверждают, что ген
оct�1 содержит новый промотор, расположенный
перед обнаруженным нами экзоном Х, локализо
ванным между альтернативными первыми экзо
нами 1U и 1L. Этот промотор обладает достаточ
но высокой транскрипционной активностью в
клетках HeLa, а делеции в его 3'концевой обла
сти (–1…–250) и (–1…–500) приводят к резкому
снижению активности – до 8.7 и 2.7% остаточной
активности соответственно (рис. 4).

Сравнительный анализ транскрипционной 
активности изоформ белка Oct�1 на промоторах 

гена гистона Н2B и тканеспецифичного 
лимфоцитарного гена В29 

Транскрипционную активность новой изофор
мы Oct1X и Oct1A изучали методом котрансфек
ции Oct�1X с промоторами гена домашнего хозяй
ства – гена гистона H2B, и тканеспецифичного
лимфоцитарного гена В29. кДНК изоформ Oct1Х
и Oct1A, полученные с помощью ПЦР на матрице
геномной ДНК человека, были клонированы в
плазмиду pcDNA 3.1 (рис. 2), а фрагменты промо
торов гена гистона Н2В и гена В29 – в pGL3 Basic
Vector. Изоформы Oct�1A и Oct�1Х образуются в
результате альтернативного сплайсинга и отлича
ются только 5'концевыми участками. В 5'конце
вой области Oct�1A находится экзон 1U, тогда как
у Oct�1Х – экзон Х. Оба экзона в результате сплай
синга соединяются с экзоном 2, но трансляция
Oct�1А начинается с AUGкодона в экзоне 1U, а

Oct�1Х транслируется с AUGкодона в экзоне 2.
Котрансфекцию проводили на эпителиоподоб
ных клетках HeLa и клетках кроветворного ряда –
лимфобластоидных клетках Namalva и клетках
миелоидного лейкоза K562. Методом Вестерн
блотгибридизации показано, что уровень транс
ляции экзогенных изоформ Oct�1 одинаков в эпи
телиоподобных клетках и клетках кроветворного
ряда. Методом двойного люциферазного анализа
установлено, что транскрипционная активность
изоформ Oct1X и Oct1A зависит от типа промо
тора и клеточной линии. На промоторе гена В29
транскрипционная активность изоформы Oct1X
превышает активность Oct1A – в 1.6 раза в клет
ках Namalva и в 1.33 раза в клетках HeLa, тогда как
на промоторе гена гистона Н2В активность изо
формы Oct1A выше как в клетках HeLa, так и в
К562 (в 1.32 и 1.84 раза соответственно) (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Как следует из результатов нашей работы, в
клетках человека экспрессия гена oct�1 контроли
руется тремя промоторами, два из которых (U и L),
обнаруженные ранее, регулируют транскрипцию
убиквитарных и тканеспецифических изоформ
мРНК Oct�1 соответственно. Нами показано, что
ген oct�1 человека содержит третий альтернатив
ный промотор (промотор Х), с которого транс
крибируется функционально активная мРНК –
Oct�1X. В результате альтернативной инициации
транскрипции с промотора Х и альтернативного
сплайсинга образуется мРНК Oct�1X, содержащая
5'концевой нетранслируемый экзон Х, который
в ходе сплайсинга соединяется с экзоном 2.
мРНК Oct�1X, начиная со второго экзона, иден
тична убиквитарной изоформе Oct�1A. Первый
AUGкодон мРНК изоформы Oct�1X с открытой
рамкой считывания находится во втором экзоне,
поэтому в результате трансляции образуется белок,
укороченный на 23 Nконцевых аминокислотных
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остатка по сравнению с изоформой Oct1A. Отсут
ствие функциональных сайтов на Nконце Oct1A
и независимая альтернативная регуляция экспрес
сии могут, вероятно, быть причиной существенных
функциональных отличий между Oct1X, Oct1A и
Oct1L. Известна изоформа мРНК (Oct�1B), кото
рая транслируется, как и Oct�1X, с первого AUG
кодона второго экзона, но ее мРНК синтезирует
ся с промотора U. Повидимому, существование
двух промоторов обеспечивает тонкую регуляцию
синтеза изоформ Oct1 в клетке.

Разнообразие функций Oct1 объясняется, ви
димо, существованием различных изоформ дан
ного белка. Присутствие трех промоторов в гене
oct�1 позволяет синтезировать в клетках различ

ные изоформы белка Oct1, которые могут значи
тельно отличаться по своим функциям. Однако
функции отдельных изоформ Oct1 до сих пор не
изучали. Неясными остаются молекулярные ме
ханизмы, определяющие функциональные раз
личия между тканеспецифичными и убиквитар
ными изоформами фактора транскрипции Oct1.

Работа выполнена с использованием прибор
ной базы ЦКП “Геном” ИМБ РАН.

Работа выполнена при поддержке ФЦНТП
(ГК № 16.512.11.2244), Программы Президиума
Российской академии наук “Молекулярная и кле
точная биология” и Программы “Научнопедаго
гические кадры инновационной России” (согла
шение № 8058). 
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