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Експресія інгібітори активатора плазміногена-1 (ІАП-1) стимулюється гіпоксією (8 % Ог). За 
цю стимуляцію відповідає ділянка в промоторі IAIJ-J (-1751-159), яка містить елемент, шр 
сприймає гіпоксію (ЕСГ-2). З останнім взаємодіє фактор 1, шр його стимулює гіпоксія (ФСГ-1). 
З ділянкою ЕСГ-2 межує ділянка ЕСГ-1, з якою зв'язується раніше не ідентифікований фактор. 
У даній роботі зроблено спробу ідентифікувати цей фактор і з'ясувати його роль у регуляції 
експресії ІАП-1. На підставі зсуву специфічної електрофоретичної смуги доведено, що з сайтами 
ЕСГ, переважно з ЕСГ-1, зв'язується вищерозтаиюваний стимулюючий фактор-2а (ВСФ-2а). В 
первинній культурі гепатоцитів щура надекспресія ВСФ-2а в однаковій мірі пригнічувала експре
сію ІАП-1-специфічної мРНК та білка ІАП-1 за умов як гіпоксії, так і нормоксії. Первинні 
гепатоцити щура трансфікували двома рекомбінантними ДНК — конструкцією з геном люцифе-
рази під контролем ділянки промотору ІАП-1 довжиною 766 або 276 п. о. і векторами, які 
експресують ВСФ дикого (ВСФ-2а) або мутантного (АВСФ-2а) типу. Останній не виявляє 
ДНК-зв'язуючої та димеризуючої активностей. Котрансфекція з вектором, який експресує 
ВСФ-2а, пригнічувала активність люциферази у 8 разів порівняно з контролем, де білок ВСФ-2а 
був відсутнім. Котрансфекція з вектором, який експресує АВСФ-2а, не впливала на люциферазну 
активність. Мутації обох ЕС Г (і в більшій мірі мутація ЕСГ-1) перешкоджали пригніченню 
контрольованої промотором ІАП-1 люциферазної активності. Інгібіторної дії ВСФ-2а, опосеред
кованої ЕСГ-2, на відміну від ЕСГ-1, не спостерігалося при надекспресії ФСГ-la. Ці результати 
свідчать про те, що баланс між двома транскрипційними факторами, ВСФ-2а та ФСГ-1 а, що 
можуть зв'язуватися з суміжними ЕСГ, відіграє певну роль у регуляції експресії ІАП-1 за умов 
гіпо- та нормоксії. 

С к о р о ч е н н я . Активатор плазміногена, АП; арилгідрокарбоновий рецептор/арилгідрокарбоновий ядерний транслокатор, 
АГР-АГЯТ; вищерозташований стимулюючий фактор, ВСФ; елемент відповіді на ксенобіотики, ЕВК; елемент, що сприймає 
гіпоксію, ЕСГ; інгібітор активатора плазміногена, ІАП; основна спіраль—петля—спіраль, оСПС; піруваткіназа типу L, ПК-L; 
трансактивуючий домен, ТАД; фактор, що його стимулює гіпоксія, ФСГ. 

Вступ. Активатори плазміногена (АП), що нале
жать до двох типів — тканинного, тАП (tissue-type, 
tPA) і урокіназного, уАП (urokinase-type, uPA) , є 
сериновими протеазами, які перетворюють неак
тивний профермент плазміноген на активну ендо-
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пептидазу плазмін [1] . Активність тАП та уАП 
регулюється, зокрема, інгібіторами активаторів 
плазміногена, ІАП (plasminogen activator inhibitors, 
PAD [2] . Ідентифіковано ІАП двох типів (ІАП-1 та 
ІАП-2) , з яких головним фізіологічним інгібітором 
тАП та уАП є ІАП-1 [3 ] . ІАП-1 — це глікопротеїн 
з молекулярною масою 50 кДа з надродини сер-
пінів [4] . Його виробляють тромбоцити, клітини 
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судинного ендотелію [5 ] , клітини гладеньких м ' я 
зів судин [6] і деякі інші клітини [7, 8 ] , у тому 
числі гепатоцити [9] . ІАП-1 є також компонентом 
міжклітинного матриксу [10] . 

ІАП беруть участь у багатьох фізіологічних та 
патологічних процесах, таких як фібриноліз, пере
творення міжклітинного матриксу, фіброз [11] , 
заживления ран та утворення ракових метастазів 
тощо [12, 13] . Певні патофізіологічні процеси, при 
яких зростає рівень ІАП-1 (наприклад, тромбоут
ворення), пов 'язані з гіпоксією. З а підвищення 
експресії ІАП-1 у первинній культурі гепатоцитів 
щура при м 'якій гіпоксії (8 % 0 2 ) відповідає 
послідовність - 1 7 5 / - 1 5 8 у промоторі гена ІАП-1 , 
яка містить два елементи, що сприймають гіпок
сію — ЕСГ-1 (hypoxia response e lement-1 , HRE-1) 
з координатами - 1 7 5 / - 1 6 8 і ЕСГ-2 (hypoxia res
ponse element-2, HRE-2) з координатами - 1 6 5 / - 1 5 8 
[14]. З послідовністю ЕСГ-2 зв 'язується фактор, 
що його стимулює гіпоксія, ФСГ-1 (hypoxia indu
cible factor-1, HIF-1 ) , який зумовлює підвищення 
експресії ІАП-1 за умов гіпоксії. З ЕСГ-1 з в ' я 
зується інший, раніше не ідентифікований фактор. 
ЕСГ-1 і ЕСГ-2 містять послідовність CACGTG 
(«Е-бокс»), яку можуть впізнавати фактори транс
крипції, що мають домен «основна спіраль—пет
ля—спіраль», оСПС (basic helix-loop-helix, bHLH) . 
ФСГ-1 є гетеродимером двох білків, Ф С Г - І а (HIF-
1а) та ФСГ-10 (HIF-10) [15] . Кожний з цих білків 
містить домен о С П С - П А Р ( П А Р — пер іодич-
ний/арилгідрокарбоновий рецептор/«той, що роз
мірковує на самоті», PAS-Per -Aryl -S im, регіо-
dic/arylhydrocarbonicreceptor/single minded) . 

Крім Ф С Г - 1 , з «Е-боксом» можуть зв 'язувати
ся також білки, які мають поряд з доменом оСПС 
лейцинову блискавку, оСПС-блискавка (bHLH-le-
ucine zipper, bHLHzip-proteins) . До цих білків на
лежать вищерозташовані стимулюючі фактори, 
ВСФ (upstream stimulatory factors, USF) [15] , і 
Мус/Max димери [16, 17] . 

ВСФ вперше ідентифіковано^ клітинах HeLa 
як білок, що зв 'язується з послідовністю CACGTG, 
розташованою безпосередньо «вище» від ТАТА-бо-
ксу головного пізнього промотору аденовірусу (ade
novirus major late promoter) , і таким чином активує 
транскрипцію [18] . Виявлено дві окремі форми 
ВСФ з різною молекулярною масою, ВСФ-1 та 
ВСФ-2 (USF-1 та USF-2) . Вони експресуються в 
багатьох тканинах, однак їхній вміст неоднаковий 
у клітинах різних типів [19, 2 0 ] . Представники 
родини ВСФ значно різняться за своїми N-к ін-
цевими амінокислотними послідовностями, в той 
час як їхні ДНК-зв ' я зуючі і димеризуючі домени 
високогомологічні [19] . 

Оскільки білки групи оСПС-блискавка можуть 
зв 'язуватися з тими ж послідовностями, що й ФСГ, 
було висунуте припущення, що представники роди
ни білків оСПС-блискавка зв 'язуються з сайтами 
ЕСГ у промоторі ІАП-1 . Таким чином, мета цього 
дослідження полягала у виявленні транскрипцій
ного фактора, який зв 'язується з сайтом Е С Г - 1 , та 
вивченні його ролі в регуляції експресії ІАП-1 на 
моделі первинної культури гепатоцитів щура. Вна
слідок інкубації послідовності промотору ІАП-1 з 
ядерним екстрактом гепатоцитів виявили зсув в 
положенні специфічної електрофоретичної смуги і 
дійшли висновку, що ВСФ зв 'язується з сайтами 
ЕСГ, переважно з Е С Г - 1 . Надекспресія ВСФ-2а в 
однаковій мірі пригнічувала експресію гена ІАП-1 
за умов як гіпоксії, так і нормоксії. Мутації обох 
ЕСГ, і особливо мутація Е С Г - 1 , перешкоджали 
пригніченню експресії ІАП-1 у присутності ВСФ-
2а. Більше того, ВСФ-2а не пригнічує опосередко
вану ЕСГ-2 експресію ІАП-1 за умов надекспресії 
Ф С Г - l a . Отже, ВСФ-2а є модулятором експресії 
ІАП-1 за умов різної концентрації кисню в гепато-
цитах. 

Матеріали і методи. Всі реагенти й ферменти 
мали якість «для аналізу» і були отримані з ко
мерційних джерел. Гепатоцити виділяли з печінки 
самців щурів лінії Wistar (200—260 г) , яких утри
мували за умов 12-год ритму освітленості з вільним 
доступом до їжі й води. Перед виділенням гепато
цитів щурам вводили нембутал (60 мг на 1 кг 
ваги). 

Експерименти з культурами клітин. Гепато
цити виділяли стандартним методом за допомогою 
перфузії печінки in situ розчином колагенази. Ви
ділені гепатоцити суспензували в середовищі М 
199, що містило 0,5 нМ інсулін, 100 нМ дексамета-
зон і 4 %-ву зародкову телячу сироватку, і нано
сили в кількості 1-Ю 6 клітин на чашку діаметром 
6 см. Перші 4 год клітини культивували в атмо
сфері 16 % 0 2 , 79 % N 2 , і 5 % С 0 2 (за об 'ємом) . 
Протягом наступних 20 год клітини витримували у 
середовищі, вільному від сироватки, за нормально
го артеріального вмісту кисню (16 % 0 2 ) . Через 
24 год після початку культивування середовище 
було замінене, і клітини далі витримували за умов 
нормоксії (16 % 0 2 ) чи м'якої гіпоксії (8 % 0 2 , 
87 % N 2 , 5 % С 0 2 ) . 

Ллазміди. Плазміди pGtt-ІАП 766, pGB-ІАП 
766MJ і pGB-ІАП 766М2, що містять немутовану і 
мутовані послідовності гена ІАП-1 [21, 2 2 ] від - 7 6 6 
до +31 п. о., описано раніше [14] . Плазміди pGl3-
ІАП 276, pGtt-ІАЛ 276М1 і pGU-ІАЛ 276М2 кон
струювали відповідно на основі плазмід pGl3-IAIT 
766, pGU-ІАП 766М1 і pGl3-IAn766M2, вирізаючи 
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рестриктазою КрпІ д ілянку довжиною 490 п. о. з 
наступним лігуванням кінців. Вектори, які експре-
сують ВСФ-2а та мутанти АВСФ-2а і АТАДВ-2а 
людини, люб'язно надані д-ром А. Каном і д-ром 
М. Раймондьє. Усі вектори описано раніше [14, 
231. 

Виділення РНК та Нозерн-гібридизація. Ви
ділення нефракціонованої клітинної Р Н К і Нозерн-
аналіз проводили за методами, описаними раніше 
[14, 23 ] . Мічені антизмістовні Р Н К використовува
ли як проби в реакціях гібридизації. Антизмістовні 
Р Н К мітили дигоксигеніном у реакції транскрипції 
in vitro за допомогою ТЗ РНК-полімерази для 
плазміди pBS-ІАЛ J і Т7 РНК-полімерази для 
плазміди рі?5-^-актин у присутності 3,5 мМ 11-ди-
гоксигенін-UTP, 6,5 мМ U T P , 10 мМ G T P , 10 мМ 
С Т Р і 10 мМ АТР . Гібридизацію нефракціонованої 
клітинної Р Н К з пробами проводили, як описано 
[24] . Інтенсивність гібридизаційних сигналів на 
блотах визначали за допомогою відеоденситометра 
(«Biotech Fischer*, Ф Р Н ) . 

Вестерн-гібридизація. Вестерн-г ібридизац ію 
проводили, як описано [24 ]. Вміст білка в культу-
ральному середовищі визначали за методом Бред-
форда. Первинні антитіла кроля до ІАП-1 щура 
(«Атегісап Diagnostics*, США) використовували в 
розведенні 1:200. Вторинні антитіла IgG козла до 
імуноглобулінів кроля («Santa Cruz Biotechnology*, 
США) використовували в розведенні 1:2000. Для 
виявлення гібридів використано систему підсиленої 
хемілюмінесценції (ECL Western blotting system, 
«Amersham», Велика Британия) . На плівці спо
стерігали дві смуги, що відповідали білку ІАП-1 
розміром 49 кДа (основна смуга) і 46 кДа (додат
кова смуга) [25 ]. 

Трансфекція гепатоцитів і вимірювання лю-
циферазної активності. Свіжоізольовані гепатоци
ти щура (близько 1-Ю 6 клітин на чашку діаметром 
6 см) трансфікували, як у роботах [26, 27 ]. Транс-
фекції проводили 2 мкг плазмідної Д Н К з геном 
люциферази світлячка під контролем промотору 
ІАП-1 і 500 нг вектора, який експресує одну із 
форм ВСФ — ВСФ-2а, АВСФ-2а або АТАДВ-2а. В 
контрольних експериментах вводили 500 нг експре-
суючого вектора pCMV, що не містить вставки. В 
експериментах з конкурентного зв 'язування клі
тини трансфікували 2 мкг відповідної ІАП-люци-
феразної конструкції разом з 500 нг вектора, що 
експресує ВСФ-2а, і 500 нг вектора, який експре
сує Ф С Г - І а . 

У контрольних експериментах з конкурентного 
зв 'язування замість векторів із вставками ВСФ-2а 
або ФСГ-1а використовували 500 нг плазміди 
pCMV. Через 5 год після трансфекції середовище 

змінювали, клітини культивували протягом на
ступних 19 год за умов нормоксії. Далі середовище 
знову змінювали, і клітини витримували протягом 
24 год за умов нормоксії чи гіпоксії. 

Приготування екстрактів клітинних ядер та 
метод виявлення зсуву специфічної електрофоре-
тичної смуги. Екстракти ядер гепатоцитів із пер
винної культури клітин отримували за стандарт
ним протоколом [28, 29 ] з модифікацією по [14] . 
Буфери для екстракції білків містили 0,5 мМ дитіо-
трейтол («Sigma», США) , 0,4 мМ фенілметилсуль-
фонілфлюорид («Serva», Ф Р Н ) , 1 мМ ванадат нат
рію («Sigma»), 2 м к г / м л лейпептину («Roche», 
Ф Р Н ) , 2 мкг /мл пепстатину («Roche») і 2 м к г / м л 
апротиніну («Вауег», Ф Р Н ) . Послідовності нуклео-
тидів у ділянках промотору ІАП-1 , які було вико
ристано для виявлення зсуву в положенні спе
цифічної електрофоретичної смуги, подано на р и с 
1, а. 

Для реакції відпалу було взято 0,8 нмоль 
кожного з комплементарних олігонуклеотидів. Олі-
гонуклеотиди м ітили за 5 ' -к інцем [у - 3 2 Р]АТР 
(«Amersham») за допомогою Т4 полінуклеотидкі-
нази (МВІ), очищали з використанням Nucleotide 
Removal Kit («Quiagen», США). Реакції зв 'язуван
ня олігонуклеотидів з білками ядерного екстракту 
проводили в загальному об'ємі 20 мкл, якій містив 
50 мМ КС1, 1 мМ MgCl 2 , 1 мМ EDTA, 5 %-й 
гліцерол, 10 мкг білка ядерного екстракту, 250 нг 
nani(dl -dC) і 5 мМ дитіотрейтол. Після інкубації 
реакційної суміші протягом 5 хв при ґ = 20 °С 
додавали 1 мкл радіоактивно міченої проби оліго
нуклеотидів (10 4 імп/хв) і інкубацію продовжували 
ще 10 хв. 

Д л я виявлення можливого «суперзсуву» до 
складу реакційної суміші додавали 1 мкл антитіл 
до одного з наведених транскрипційних факторів — 
ВСФ-1 (С20), ВСФ-2 (N18), Мус (СЗЗ), Max (С17) 
і SP-1 (PEP2-G) («Santa Cruz Biotechnology*) або 
преімунну сироватку кроля [14] . Інкубацію про
довжували протягом 2 год при 4 ° С Електрофорез 
проводили у 5 %-му неденатуруючому поліакрил-
амідному гелі в буфері ТВЕ (89 мМ трис, 89 мМ 
борна кислота, 5 мМ EDTA) при напрузі 200 В. 
Після електрофорезу гелі висушували і експонува
ли з екраном фосфоіміджеру. 

Результати. Зв'язування ВСФ-2а з послідов
ностями ЕСГ у промоторі ІАП-1 щура. Футприн-
тний аналіз ділянки, що містить перші 764 п. о. 
промотору ІАП-1 , після її взаємодії з ядерним 
екстрактом гепатоцитів виявив вісім захищених від 
ДНКази І сайтів, які позначили А1 , А2, В, С, D, 
Е, F і G [ЗО ]. Сайт С містить дві послідовності — 
E l ( -175/ -170) та Е2 ( - 1 6 5 / - 1 6 0 ) , які схожі на 
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Рис. 1. Зв'язування ВСФ-2а з послідов
ностями ЕСГ у промоторі ІАП-1 щура: 
а — олігонуклеотиди (зображено консе
нсусну послідовність «Е-бокса» і послі
довності нуклеотидів у промоторі ІАП-1 
щура з сайтами ЕСГ-1 і ЕСГ-2; основи, 
які відповідають консенсусу, підкрес
лено) ; б — зсув специфічної електрофо
ретичної смуги. Радіоактивно мічені Р 
олігонуклеотиди, що містять сайти 
ЕСГ-1 (-182/-166) (ліворуч) і ЕСГ-2 
(—168/—152) (праворуч), інкубували з 
ядерними екстрактами гепатоцитів, які 
культивували за умов нормоксії (16 % 
0 2 ) або гіпоксії (8 % 0 2 ) (див. «Ма
теріали і методи»). Для виявлення спе
цифічності зв'язування білків ядерного 
екстракту з сайтами ЕСГ перед дода
ванням міченої проби ядерні екстракти 
інкубували протягом 2 год при 4 °С з 
1 мкл розчину одного з видів антитіл — 
до ВСФ-1, ВСФ-2, Мус, Max, SP-1 або 
з преімунною сироваткою. Зв'язування 
ДНК з білками аналізували електрофо
резом у 5 %-му поліакриламідному гелі. 
С — конститутивний комплекс; / — ін
дукований комплекс ФСГ—олігонукле
отид; S — надзсув внаслідок утворення 
комплексу олігонуклеотид—ВСФ—ан
титіла проти ВСФ 

«Е-бокс». Обидва «Е-бокси» діють як елементи, що 
сприймають гіпоксію, і тому їх було названо ЕСГ-1 
і ЕСГ-2. Для ЕСГ-2 зв 'язування з фактором ФСГ-1 
встановлено. Щодо Е С Г - 1 , то фактор, який зв ' я 
зується з ним, ідентифікований не був [14] . Ос
кільки всі транскрипційні фактори з родини оСПС 
і, зокрема, ВСФ [16] , впізнають послідовність 
CACGTG, яка відповідає канонічній послідовності 
«Е-боксу» C A N N T G , то ми висунули припущення 
про те, що ВСФ може зв 'язуватися з одним або 
двома сайтами ЕСГ. Сайт ЕСГ-1 (5 ' -CACGTA-3 ' ) 
відповідає консенсусу для зв 'язування ВСФ за 
п 'ятьма із шести пар основ. Другий потенційний 
ВСФ-1-зв 'язуючий сайт, ЕСГ-2, містить канонічну 
для ВСФ послідовність 5 - C A C G T G - 3 ' (рис 1). 

Зв 'язування ядерних білків з олігонуклеоти-
дами, які містять послідовності промотору ІАП-1 
щура ЕСГ-1 й ЕСГ-2, виявляли за положенням 
специфічної електрофоретичної смуги. Зсув у поло
женні електрофоретичної смуги олігонуклеотиду 
- 1 8 2 / - 1 6 6 , що містить Е С Г - 1 , був чітко виражений 
незалежно від того, при якій концентрації 0 2 куль
тивували клітини, з яких походив ядерний екст
ракт (рис 1, б, ліворуч). На відміну від цього, 

олігонуклеотид —168/—152, що містить ЕСГ-2, крім 
конститутивного комплексу, зв 'язував також комп
лекс, індукований за умов гіпоксії ( р и с 1, б, 
праворуч). 

Як показано раніше, цей індукований гіпок
сією ДНК-білковий комплекс містить ФСГ-1 [14] . 
Коли в сайти ЕСГ-1 та ЕСГ-2 ввели мутацію, то 
утворення специфічних комплексів — як конститу
тивного, так і індукованого гіпоксією, більше не 
спостерігалося [14] . 

Щоб дослідити, чи присутній ВСФ в утворених 
комплексах, до реакції зв ' язування ядерного екст
ракту з олігонукліотидом додавали антитіла до 
ВСФ-1 і ВСФ-2. Антитіла до ВСФ-1 є специфіч
ними до С-кінцевого поліпептиду (18 амінокис
лотних залишків) ВСФ-1 людини, а антитіла до 
ВСФ-2 — до N-кінцевого поліпептиду (18 аміно
кислотних залишків) ВСФ-2 миші. Наявність у 
реакційній суміші антитіл до ВСФ-1 й ВСФ-2 
призводила до зменшення інтенсивності смуги, що 
відповідала за комплекс білка з ЕСГ-1 у реакції без 
антитіл, і до появи «надзсуву». Присутність антитіл 
до ВСФ-1 у реакції з ЕСГ-2 спричинювала форму
вання слабковираженого «надзсуву», який був дещо 
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вираженішим при наявності антитіл до ВСФ-2. 
Більше того, додавання антитіл до ВСФ-1 і до 
ВСФ-2 викликало значне посилення зв 'язування 
ЕСГ-2 з ФСГ-1 (рис. 1, б, праворуч: смуга / , яка 
відповідає комплексу ЕСГ-2 з білком із гепато
цитів, культивованих в умовах м'якої гіпоксії, 8 % 
0 2 ) . 

Щоб підтвердити специфічність «надзсувів», 
які спостерігали за наявності антитіл до ВСФ, 
реакції між олігонуклеотидом і ядерним екстрактом 
проводили також у присутності преімунної сиро
ватки кроля і антитіл до транскрипційного фактора 
SP-1 , який зв 'язується з GC-боксом. Ані преімунна 
сироватка, ані антитіла до SP-1 не впливали на 
утворення білкових комплексів з ЕСГ-1 і ЕСГ-2. 
Щоб перевірити наявність в утворених комплексах 
інших транскрипційних факторів з родини оСПС, 
до реакційних сумішей додавали антитіла до транс
крипційних факторів Мус і Мах. Присутність цих 
антитіл не змінювала положення електрофоретич
них смуг у реакціях з ЕСГ-1 і ЕСГ-2 та не 
призводила до формування «надзсуву» (рис 1, б). 
Таким чином, вищенаведені результати дозволя
ють зробити висновок, що саме ВСФ є фактором, 
який зв 'язується в промоторі ІАП-1 щура з послі
довностями ЕСГ, але переважно з послідовністю 
ЕСГ-1 . 

Пригнічення експресії ІАП-J при надекспресії 
ВСФ-2а за умов як нормоксії, так і м'якої гіпоксії 
Для дослідження ролі ВСФ-2а в регуляції експресії 
ІАП-1 гепатоцити первинної культури трансфі
кували векторами, що експресують ВСФ-2а дикого 
типу або мутантний білок АВСФ-2а, у якого від
сутня друга спіраль домену оСПС і який не здат
ний зв 'язуватися з Д Н К і утворювати димери [23 ]. 
У відповідності з попереднім дослідженням [14] , 
гепатоцити, трансфіковані контрольним вектором 
pCMV, які витримували в умовах м'якої гіпоксії, 
мали вдвічі вищий рівень експресії ІАП-1-спе
цифічної м Р Н К . 

У клітинах, які трансфікували вектором із 
вставкою для ВСФ-2а і інкубували за нормоксії, 
експресія ІАП-1-специфічної м Р Н К була знижена 
на 70 % в порівнянні з контролем (рис. 2) . Транс-
фекція вектором для ВСФ-2а пригнічувала викли
кану гіпоксією індукцію ІАП-1-специфічної м Р Н К 
на 60 %. Проте рівні м Р Н К були все ще приблизно 
вдвічі вищими, ніж у гепатоцитах, які транс
фікували ВСФ-2а і витримували при нормоксії. 
Пригнічення експресії ІАП-1-специфічної м Р Н К в 
умовах гіпоксії не спостерігали в разі трансфекції 
гепатоцитів вектором, який експресував АВСФ-2а 
(рис 2) . 

Зменшення рівня ІАП-1-специфічної м Р Н К 

мРНК ІЛП-1 біюк 

Рис 2. Пригнічення експресії ІАП-1-специфічної мРНК і білка 
ІАП-1 при надекспресії ВСФ-2а за умов нормоксії і гіпоксії 
(гепатоцити, трансфіковані 8 мкг векторів, які експресують 
одну з форм ВСФ — ВСФ-2а або АВСФ-2а чи контрольним 
вектором pCMV, витримували 24 год за артеріального тиску 0 2 , 
змінювали культуральне середовище і інкубували наступні 24 
год за умов нормоксії (16 % 0 2 ) або гіпоксії (8 % 0 2 ) ) : а — 
відносний вміст ІАП-1-специфічної мРНК, визначений Нозерн-
гібридизацією (15 мкг нефракціонованої клітинної РНК пер
винних гепатоцитів гібридизували з ІАП-1- і /?-актинспеци-
фічною антизмістовною РНК, міченими дигоксигеніном (див. 
«Матеріали і методи»); відносний вміст мРНК за нормоксії 
(16 % 0 2 ) прийнято за 100 %; б—відносний вміст білка 
ІАП-1, визначений Вестерн-гібридизацією (50 мкг білка куль-
турального середовища було взято для зв'язування з антитілами 
до ІАП-1 щура (див. «Матеріали і методи»)); відносний вміст 
білка за нормоксії (16 % 0 2 ) прийнято за 100 %. Результати 
надано як середні значення ± похибка середнього значення 
принаймні трьох незалежних експериментів. Різницю між се
редніми значеннями оцінювали за ґ-критерієм Ст'юдента. * і ** 
відповідно різниці значень люциферазної активності при 16 % 
0 2 + ВСФ-2а проти значення при 16 % 0 2 + pCMV (контроль) 
та при 8 % 0 2 + ВСФ-2а проти значення при 8 % 0 2 + pCMV 
(контроль) вірогідні з р < 0,05; АВСФ-2а — мутантна форма 
ВСФ-2а, яка не має другої петлі домену оСПС 

при надекспресії ВСФ-2а супроводжувалося змен
шенням рівня білка ІАП-1 . Встановлено, що гепа
тоцити, які трансфікували ВСФ-2а і витримували 
в умовах як нормоксії, так і гіпоксії, секретували 
приблизно вдвічі менше білка ІАП-1 , ніж конт
рольні гепатоцити, за таких саме умов, але без 
надекспресії ВСФ-2а (рис 2) . Проте, як і з м Р Н К , 
кількість білка ІАП-1 , секретованого клітинами, 
трансфікованими ВСФ-2а і культивованими за 
умов гіпоксії, була вдвічі більшою, ніж кількість 
ІАП-1 , секретованого клітинами при нормоксії. Рі
вень білка ІАП-1 у культуральному середовищі 
гепатоцитів, трансфікованих АВСФ-2а, не відріз
нявся від контрольного. 
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Рис. 3. Пригнічення ВСФ-2а люциферазної активності, конт
рольованої промотором ІАП-1, у первинних гепатоцитах щура: 
а — ділянка промотору гена ІАП-1 щура з позначеними за 
даними футпринтного аналізу сайтами А—G, які захищені від 
дії ДНКази І (у сайті С підкреслено послідовності, що від
повідають консенсусу «Е-бокс»; літерою S у сайті ЕГС-1 позна
чено нуклеотид, який не відповідає консенсусу); б, в — гепато
цити котрансфікували одним із векторів, які експресують ВСФ-
2а (2), АВСФ-2а (3) чи АТАДВ-2а (4), і конструкцією з геном 
люциферази під контролем ділянки промотору гена ІАП-1 щура 
довжиною 766 п. о., pGl3-IAJ7 766 (б) або 276 п. о., pGl3-IAJI 
276 (в). У контрольних експериментах (/) люциферазні конст
рукції котрансфікували з плазмідою pCMV. У кожному експе
рименті активність люциферази визначали в процентах від 
значення активності в гепатоцитах, трансфікованих pGl3-IAIJ 
766 і pCMV. Всі результати наведено як середні значення ± 
похибка середнього значення принаймні трьох незалежних екс
периментів. Різниці значень люциферазної активності при ва
ріантах котрансфекції конструкціями вірогідні з р ^ 0,05: *pGl3-
ІАП 766+ ВСФ-2а проти pGU-ІАП 766 + pCMV (контроль); 
pGtt-ІАП 766 + ДТАДВ-2а проти pGU-ІАП 766 + pCMV (конт
роль); pGU-ІАП 276 + ВСФ-2а проти pGB-ІАП 766 + pCMV 
(контроль) і pGtf-ІАП 276 + ДТАДВ-2а проти pGU-ІАП 766 + 
pCMV (контроль); **при котрансфекції pGU-ІАП 276 + pCMV 
проти рМЗ-ІАП 766 + рСМУ 

Пригнічення експресії люциферази, контро
льованої промотором ІАП-1, при надекспресії 
ВСФ-2а. Щоб з 'ясувати, чи регулює ВСФ-2а екс
пресію ІАП-1 через зв ' язування з ЕСГ, а також 
щоб визначити, які домени білка ВСФ-2а можуть 
брати участь у цій регуляції, провели експеримен
ти з трансфекції гепатоцитів первинної культури 
конструкцією ІАП-1 дикого типу, pGU-ІАП 766, і 
векторами, які експресу вали один з трьох варіантів 
транскрипційних факторів — ВСФ-2а, АВСФ-2а і 
АТАДВ-2а [14] . 

У гепатоцитах, трансфікованих одночасно пла
змідою pGI3-IAn 766 і вектором, який експресує 
ВСФ-2а, люциферазна активність була пригнічена 
приблизно у 8 разів порівняно з активністю, яку 
спостерігали в клітинах, трансфікованих тільки 
плазмідою рСІЗ-ІАП 766 ( рис 3) . Люциферазна 
активність у гепатоцитах, трансфікованих pGl3-
ІАП 766 і вектором, який експресує мутантний 
білок АВСФ-2а, не відрізнялася суттєво від конт
рольних значень. У гепатоцитах, трансфікованих 
pGI3-ІАП 766 і вектором, що експресує мутантний 
білок АТАДВ-2а, який позбавлений перших 198 
амінокислотних залишків трансактивуючого доме
ну, але містить інтактний Д Н К - з в ' я з у ю ч и й домен 
[23 ], люциферазна активність пригнічена приблиз
но у 5 разів ( р и с 3 ) . Ці результати вказують на те , 
що лише домен оСПС-блискавка, а не N-кінцевий 
домен ТАД є необхідним для ВСФ-2а-залежного 
пригнічення експресії ІАП-1 у первинних гепато
цитах щура. 

Котрансфекція плазміди pGU-ІАП 276, яка 
містить перед геном люциферази перші 276 п. о. 
промотору І А П - 1 , разом з вектором, який експре
сує ВСФ-2а, пригнічувала люциферазу активність 
подібно до того, що спостерігалося при трансфекції 
pGl3-IAn 766 ( р и с 3) . Цього пригнічення не відбу
валось, коли плазміду pGU-ІАП 276 трансфікували 
разом з вектором для експресії АВСФ-2а. Наведені 
результати вказують на те, що делеція приблизно 
490 п. о. промотору ІАП-1 не усувала інгібіторного 
ефекту ВСФ-2а на експресію ІАП-1 . Ц е не про-
тирічить припущенню, що пригнічуючий ефект, 
можливо, опосередкований ЕСГ-1 і ЕСГ-2 , коорди
нати яких —175/—168 та —165/—158 відповідно. 

Усунення пригнічення люциферазної актив
ності, опосередкованого ВСФ-2а, внаслідок муацій 
послідовностей ЕСГ промотору ІАП-1 у конст
рукціях з геном люциферази. Д л я дослідження 
ролі послідовностей ЕСГ-1 і ЕСГ-2 в пригніченні 
експресії І А П - 1 , опосередкованного ВСФ-2а, окрім 
конструкції, яка містила промотор ІАП-276 дикого 
типу і ген люциферази , зробили ще дві, які 
вміщували мутантні послідовності ЕСГ-1 або ЕСГ-
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Рис. 4. Усунення пригнічуючого ефекту ВСФ-2а на люцифераз-
ну активність за рахунок мутації послідовностей ЕСГ в люцифе-
разних конструкціях з промотором ІАП-1: а —див. рис. 3; 
гепатоцити котрансфікували одним із векторів, які експресують 
ВСФ-2а (2) або АВСФ-2а (5), і однією з конструкцій з геном 
люциферази під контролем немутованої (pGtt-IAIJ 276) (б), або 
мутованої в сайті ЕСГ-1 (pGl3-IAIJ 276М1) (в), або в сайті 
ЕСГ-2 (pGl3-IAJJ 276М2) (г) ділянки промотору гена ІАП-1 
щура довжиною 276 п. о. В контрольних експериментах (/) 
люциферазні конструкції котрансфікували разом з плазмідою 
pCMV. У кожному експерименті активність люциферази визна
чали в процентах від значення активності в гепатоцитах, кот-
рансфікованих pGl3-IAU 276 і pCMV. У конструкціях pGl3-IAIJ 
276М1 і pGi3-IAIJ 276М2 мутовані нуклеотиди позначено зі
рочкою. Для порівняння над послідовністю з мутованими нукле-
отидами наведено немутовану послідовність промотору гена 
ІАП-1. Всі результати наведено як середні значення ± похибка 
середнього значення принаймні трьох незалежних експери
ментів. Різниці значень люциферазної активності при варіантах 
котрансфекції конструкціями вірогідні з р ^ 0,05: *pGl3-IAJJ 
276 + ВСФ-2а проти pGl3-IAIl 276 + pCMV (контроль); pGl3-
ІАП 276MJ + ВСФ-2а проти pGl3-lATI 276М1 + pCMV (конт
роль); pGl3-IAn 276М2 + ВСФ-2а проти pGtt-ІАП 276М2 + 
pCMV (контроль) 

2. Здійснили трансфекцію гепатоцитів первинної 
культури однією з цих трьох конструкцій разом з 
одним із векторів, що експресу вали ВСФ-2а або 
АВСФ-2а, або контрольною плазмідою рСМУ (рис 
4) . Мутація в сайті ЕСГ-1 (плазміда pGI3-IAU 
276М1) призводила до сильної (приблизно 12-раз-
ової) індукції люциферазної активності порівняно з 
люциферазною активністю при трансфекції плаз
мідою pGB-ІАП 276 з немутованим сайтом ЕСГ-1 . 
ВСФ-2а в експериментах з котрансфекції діяв як 
інгібітор і пригнічував люциферазну активність 
приблизно у 7 разів порівняно з активністю, яку 
визначали за відсутності ВСФ-2а, але в той же час 
люциферазна активність залишалась у 5 разів ви
щою, ніж при котрансфекції плазмідою pGtt-IAIJ 
276 з ЕСГ-1 дикого типу і вектором, що експресує 
ВСФ-2а. Максимальна (15-разова) індукція люци
феразної активності мала місце в гепатоцитах, 
трансфікованих pGI3-IAII 276М1 і АВСФ-2а (рис. 
4) . 

Мутація в ділянці —165/—160 промотору ІАП-1 , 
яка відповідає сайту ЕСГ-2 (плазміда pGI3-IATI 
276М2), спричинювали підвищення люциферазної 
активності, але це зростання було меншим за те, 
яке зумовлювала мутація в сайті ЕСГ-1 (транс-
фекція плазмідою pGI3-IAI7 276М1) (рис 4) . Лю
циферазна активність у гепатоцитах, трансфіко
ваних pGI3-IAI7 276М2, була приблизно в 4,5 разу 
вищою, ніж у гепатоцитах, трансфікованих pGI3-
ІАП 276. Котрансфекція ВСФ-2а призводила до 
пригнічення люциферазної активності у 2,5 разу, 
але ця активність все ще була приблизно у 1,8 разу 
більшою порівняно з такою при трансфекції плаз
мідою дикого типу pGI3-IAIJ 276. Трансфекція 
pGU-IAIT 276М2 разом з ДВСФ-2а викликала при
близно 6-разову індукцію люциферазної актив
ності. Ці дані узгоджуються з припущенням, що 
обидва сайти ЕСГ у промоторі ІАП-1 відіграють 
певну роль у ВСФ-2а-залежному пригніченні екс
пресії гена ІАП-1 , а також що основним сайтом 
зв 'язування ВСФ-2а є сайт ЕСГ-1 . 

Конкуренція ФСГ-Ja з ВСФ-2а за зв'язування 
з сайтом ЕСГ-2 у промоторі ІАП-1. Результати 
дослідження положення специфічної електрофоре
тичної смуги і люциферазної активності після ко-
трансфекцій дають можливість зробити припущен
ня, що в первинних гепатоцитах щура має місце 
конкуренція між двома факторами транскрипції, 
ВСФ-2а і Ф С Г - 1 , за зв 'язування з сайтом ЕСГ-2 в 
промоторі ІАП-1 . Щоб встановити, чи перешкод
жає ФСГ-1 залежному від ВСФ-2а пригніченню 
експресії ІАП-1 , первинні гепатоцити щура транс-
фікували векторами, які експресують ВСФ-2а і 
Ф С Г - l a , разом з однією з конструкцій, які містять 
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ген люциферази, — pGl3-IAJI 766, pGl3-IAJI 766М1 
та pGB-ІАП 766М2. 

Котрансфекція pGB-ІАП 766 і вектора, який 
експресує ВСФ-2а, пригнічувала активність люци
ферази у 8 разів, у той час як котрансфекція 
pGl3-IAIJ 766 і вектора, який експресує ФСГ-1а 
стимулювала люциферазну активність у 4 рази. 
Коли гепатоцити котрансфікували векторами, що 
експресують і ВСФ-2а, і ФСГ-1а , а також конст
рукцією pGU-IAJI 766, ми не спостерігали ані 
індукції, ані пригнічення активності люциферази 
порівняно з контролем (рис 5) . Котрансфекція 
плазміди pGl3-IAIl 766М1, у якій мутовано сайт 
ЕСГ-1 , і вектора, який експресує ВСФ-2а, при
гнічувала люциферазну активність приблизно в 4 
рази порівняно з трансфекцією тільки плазмідою 
pGU-ІАП 766ML Коли разом з плазмідою pGB-
ІАП 766М1 гепатоцити трансфікували вектором, 
який експресує Ф С Г - l a , люциферазна активність 
була приблизно вдвічі вищою, ніж при трансфекції 
тільки плазмідою pGl3-IAI7 766МJ, як і в поперед
ньому дослідженні [14] . Після котрансфекції гепа
тоцитів обома векторами, які експресують ВСФ-2а 
і ФСГ-1а , пригнічуючий ефект ВСФ-2а знову був 
усунутий завдяки надекспресії ФСГ-1а ; люцифе
разна активність була приблизно вдвічі вищою, ніж 
при котрансфекції з вектором, який експресу вав 
ВСФ-2а (рис. 5 ) . 

У гепатоцитах, трансфікованих люциферазною 
конструкцією pGB-ІАП 766М2 і вектором, який 
експресує ВСФ-2а, активність люциферази була 
пригніченою приблизно у 4 рази. Як показано 
раніше [14] , котрансфекція гепатоцитів плазмідою 
pGl3-IAU 766М2 та вектором, який експресує 
Ф С Г - l a , не змінювала активності люциферази; 
вона також не перешкоджала пригніченню актив
ності люциферази, опосередкованому ВСФ-2а (рис 
5) . Ці результати підтримують висновок, що з 
сайтом ЕСГ-2 зв 'язуються як ВСФ, так і Ф С Г - 1 , і 
що сайт може бути причетним до тонкої регуляції 
експресії гена ІАП-1 . 

Обговорення. В даному дослідженні продемон
стровано, що фактор транскрипції ВСФ-2а з в ' я 
зується з неканонічною послідовністю типу «Е-
б о к о у сайті ЕСГ-1 у промоторі гена ІАП-1 щура 
і може виступати в ролі інгібітора експресії цього 
гена. ВСФ-2а виявляє пригнічуючий ефект навіть і 
за відсутності трансактивуючого домену, але при 
наявності інтактного ДНК-зв 'язуючого домену. В 
промоторі ІАП-1 сайт ЕСГ-1 відокремлений лише 4 
п. о. від іншої послідовності типу «Е-бокс» сайта 
ЕСГ-2, з яким зв 'язується ФСГ-1 і індукує екс
пресію ІАП-1 за умов м'якої гіпоксії. Надекспресія 
ВСФ-2а загалом пригнічує експресію І А П - 1 , але 

1 2 3 4 

Рис 5. Конкуренція ФСГ- la з ВСФ-2а за зв'язування з сайтом 
ЕСГ-2 у промоторі ІАП-1 щура: а — див. рис. 3. Гепатоцити 
трансфікували векторами, які експресують ВСФ-2а (2) і ФСГ-
1а (3) (або обома разом (4)) і конструкціями з геном люцифе
рази під контролем немутованої (pGl3-IAIJ 766) (б) або мутова-
ної в сайті ЕСГ-1 (рСІЗ-ІАЛ 766MJ) (в), або ЕСГ-2 {pGl3-IAIl 
766М2) (г) ділянки промотору ІАП-1 щура довжиною 766 п. о. 
В контрольних експериментах (/) люциферазні конструкції 
трансфікували разом з плазмідою pCMV. У кожному експери
менті активність люциферази визначали в процентах від значен
ня активності в гепатоцитах, які було трансфіковано pGtt-IAIJ 
766 і pCMV. У конструкціях pGU-ІАЛ 766М1 і pGtt-ІАЛ 
766М2 мутовані нуклеотиди позначено зірочкою. Для 
порівняння над послідовністю з мутованими нуклеотидами наве
дено немутовану послідовність промотору гена ІАП-1 щура. Всі 
результати наведено як середні значення ± похибка середнього 
значення принаймні трьох незалежних експериментів. Різниці 
значень люциферазної активності при варіантах котрансфекції 
конструкціями вірогідні з р < 0,05: *pGl3-lAH 766 + ВСФ-2а 
проти pGl3PAI-766 + pCMV (контроль), pGl3-IAII 766MJ + 
ВСФ-2а проти pGl3PAJ-766Ml + pCMV (контроль); pGti-ІАЛ 
766М2 + ВСФ-2а проти pGU-ІАП 766M2 + pCMV (контроль); 
**pGl3-IAn 766 + ФСГ- la проти pG13-IAIl 766 + pCMV (конт
роль), pGtt-ІАЛ 766MJ + ФСГ- la проти pG13-lAn 766MJ + 
pCMV (контроль); ***pGl3-IATI 766 + ВСФ-2а + ФСГ- la проти 
PG13-1AT1 766 + ВСФ-2а; pGB-ІАП 766М1 + ВСФ2а + ФСГАа 
проти pGl3-IAn 766М1 + ВСФ-2а 
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сама по собі не перешкоджає індукції ІАП-1 за 
умов гіпоксії. 

ВСФ як інгібітор і активатор транскрипції. 
З першого погляду пригнічуючий ефект ВСФ на 
експресію ІАП-1 у первинних гепатоцитах щура є 
несподіваним, оскільки ВСФ, що вперше був іден
тифікований як активатор головного пізнього про
мотору аденовірусу в клітинах HeLa, переважно 
індукує транскрипцію [16] . Проте відомі випадки, 
коли ВСФ діє як інгібітор транскрипції, переважно 
конкуруючи з якимось транскрипційним фактором 
за зв 'язування з «Е-боксом». Показано, що с-Мус і 
ВСФ конкурентно зв 'язуються з одним і тим самим 
«Е-боксом» у промоторі карбамоїлфосфатсинта-
зи/аспартат-карбамо' їлтрансферази/дигідрооротази 
(carbamoyl-phosphate syn thase /aspar ta te carbamoyl-
transferase/dihydroorotase) в клітинах B5-4 [31, 
3 2 ] . Конкуренція між ВСФ і транскрипційним 
фактором ЕЗ за зв 'язування з боксом ціЕЗ в енхан-
сері важкого ланцюга імуноглобуліну призводить 
до пригнічення енхансерної активності в клітинах 
NIH ЗТЗ [33 ]. Більше того, відомо, що в клітинах 
RK13 ВСФ конкурує з гетеродимером арилгідро-
карбонового рецептора-арилгідрокарбонового ядер
ного транслокатора (АГР-АГЯТ; arylhdrocarbon ге-
ceptor-arylhdrocarbon receptor nuclear translocator, 
AHR-ARNT) за зв 'язування з елементом відповіді 
на ксенобіотики, ЕВК (xenobiotic-responsive ele
ment, XRE) , в гені цитохрому CYP1A1 кроля і 
пригнічує опосередковану АГР-АГЯТ активацію 
люциферазної конструкції , контрольованої ЕВК 
[34] . ВСФ також пригнічує зв 'язування XMyoD з 
промотором XmyoDa, перешкоджаючи самоакти-
вації XMyoDa в клітинах ЮТ [ 1 / 2 ] [36] . Таким 
чином, у нашому дослідженні показано ще один 
приклад того, коли ВСФ виступає в ролі активато
ра експресії. 

Хоча ВСФ переважно існує in vivo у формі 
гетеродимерів ВСФ-1 / ВСФ-2 [19] , гомодимери, 
сформовані після надекспресії ВСФ-1 або ВСФ-2 в 
клітинах HeLa або гепатоми, активують експресію 
промотору, що містить чотири копії «Е-боксу», а 
також експресію гена люциферази під контролем 
183 п. о. промотору піруваткінази типу L, ПК-L 
(L-type pyruvate kinase, PK L ) [20] . Крім того, 
відомо, що гомо- та гетеродимери ВСФ активують 
експресію таких генів, як р53 [36] , циклін В1 [37] , 
TGF£2 [38 ], синтетаза жирних кислот [39 ] і П К - L 
[23, 4 0 ] . Таким чином, надекспресія ВСФ-2 спри
чинює пригнічення експресії внаслідок будь-яких 
неспецифічних ефектів. 

ЕС Г промотору ІАП-1 як сайти зв'язування 
для ВСФ: конкуренція між ВСФ і ФСГ. Раніше 
продемонстровано, що ділянка —177/—152 промото

ру ІАП-1 містить дві послідовності «Е-бокса», а 
саме - 5 ' -CACGTA-3 ' ( -175 / -170) і 5 ' -CACGTG-
3 ' ( - 165 / -160 ) , що були названі ЕСГ-1 і ЕСГ-2 
відповідно. Стимуляція експресії ІАП-1 за умов 
гіпоксії залежить як від Е С Г - 1 , так і від ЕСГ-2. 
Наші дослідження показали, що з сайтом ЕСГ-2 
зв 'язується транскрипційний фактор Ф С Г - 1 . На 
відміну від цього, олігонуклеотид, який містить 
ЕСГ-1 , утворює комплекс незалежно від концент
рації 0 2 [14] . Тому було зроблено припущення, що 
інші представники родини оСПС, зокрема, транс
крипційні фактори ВСФ чи Мус, можуть зв 'язува
тися з елементом ЕСГ-1 промотору ІАП-1 . Дійсно, 
в даному дослідженні показано, що ВСФ-1 і ВСФ-2 
зв 'язуються з обома елементами ЕСГ промотору 
ІАП-1. В експериментах з ядерним екстрактом із 
епітелію нирок (NRK-52E, клон ЕС-1) ВСФ-1 , як 
і в цій роботі, зв 'язувався з сайтом ЕСГ-2 промо
тору ІАП-1 щура. Інкубування в присутності ан
титіл до факторів Мус і Мах не призводило до 
формування «надзсуву» з олігонуклеотидом ЕСГ-2 
[41]. 

Оскільки консенсусною послідовністю для зв ' я 
зування ВСФ є 5 , - C A C G T G - 3 ' [16, 4 2 ] , можна 
було очікувати, що головним сайтом зв 'язування 
ВСФ є сайт ЕСГ-2 в промоторі ІАП-1 . Дійсно, 
результати експериментів з котрансфекції люцифе
разної конструкції pGU-ІАП 276MJ з інтактним 
сайтом ЕСГ-2 і промутованим сайтом ЕСГ-1 та 
вектора, який експресує ВСФ-2а, свідчать про те, 
що з сайтом ЕСГ-2 може зв 'язуватися ВСФ (рис 
4) . Проте пригнічуючий ефект ВСФ виражений 
слабше, ніж при котрансфекції з конструкцією 
дикого типу pGU-ІАП 276 або з конструкцією 
pGU-ІАП 276М2, яка містить інтактний ЕСГ-1 . 
Цей результат вказує на те, що основним сайтом 
відповіді на дію ВСФ є сайт ЕСГ-1 . Те , що ВСФ 
може взаємодіяти з «Е-боксом» 5 ' - C A C G T A - 3 \ 
який відрізняється від консенсусної послідовності, 
не протирічить іншим дослідженням. Раніше пока
зано зв 'язування ВСФ з такими неконсенсусними 
«Е-боксами», як 5 ' - C C C G T G - 3 ' в промоторі / -ф іб 
риногену щура [43] , 5 ' - C G C G T G - 3 ' в промоторі 
металотіонеїну І миші [44] і 5 - C A C C T G - 3 ' в 
промоторі аполіпротеїну А-ІІ людини [45 ]. 

В експериментах з котрансфекції з векторами, 
які експресують мутантні форми ВСФ, що позбав
лені або ДНК-зв 'язуючої активності (АВСФ-2а), 
або трансактивуючого домену (ДТАДВ-2а), пока
зано, що для пригнічення експресії ІАП-1 достат
ньо наявності ДНК-зв 'язуючого домену ВСФ-2а 
(рис. 3) . Ці результати знаходяться у відповідності 
з даними, які свідчать про те, що пригнічення 
транскрипції рибосомної Р Н К у клітинах СНО [46 ] 
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і пригнічення залежної від ras трансформації клі 
тин FR3T3 і 293 опосередковуються Д Н К - з в ' я з у ю -
чим доменом ВСФ-2 [47 ]. 

Пригнічуючий ефект ВСФ-2 на експресію гена 
ІАП-1 може мати значення для регуляції експресії 
ІАП-1 у відповідь на дію численних стимулів. 
Оскільки з сайтом ЕСГ-2 зв 'язуються як ВСФ, так 
і Ф С Г - 1 , то, можливо, ці два транскрипційних 
фактори конкурують між собою за сайт ЕСГ-2. 
Конкуренцію між ними дійсно продемонстровано в 
експериментах з котрансфекції векторів, які екс
пресують ВСФ-2а і Ф С Г - l a разом з однією з 
люциферазних конструкцій pGU-ІАП 766, pGl3-
ІАП 766М1 і pGB-ІАП 766М2 (рис. 5 ) . В експери
ментах з котрансфекції Ф С Г - l a разом з конст
рукцією, яка містила промотор ІАП-1 «дикого ти
пу» або промотор, в якому було мутовано Е С Г - 1 , 
надекспресія Ф С Г - l a пом'якшувала пригнічуючий 
ефект ВСФ-2а. На відміну від цього, в гепатоци
тах, трансфікованих конструкцією, в якій було 
мутовано ЕСГ-2, надекспресія ФСГ-1 а не мала 
ніякого ефекту на активність люциферази. Можна 
зробити припущення, що за умов нормоксії послі
довності ЕСГ промотору ІАП-1 зв 'язують ВСФ, що 
спричинює низький рівень експресії ІАП-1 . З а умов 
гіпоксії білок Ф С Г - l a стабілізується [48] і транс
портується в ядро [49 ], що веде за собою накопи
чення активних гетеродимерів ФСГ-1а /ФСГ-1/? . 
Активний ФСГ-1 далі конкурує з ВСФ за зв ' я зу 
вання з сайтами ЕСГ і викликає індукцію експресії 
ІАП-1 . 

Роль пригнічення експресії ІАП-1 під дією 
ВСФ у процесах росту і карциногенезу. Пригні
чення експресії ІАП-1 під дією ВСФ може відігра
вати певну роль у процесах росту і регенерації. 
Висловлювалося припущення, що при переході клі
тин із стану спокою в проліферативному відно
шенні до клітинного циклу гетеродимер транс
крипційних факторів Мус/Мах конкурує з ВСФ за 
зв 'язування з «Е-боксом» [31 ]. Відповідно ВСФ-1 і 
ВСФ-2 виявляють антипроліферативні властивості. 
Наприклад, коли вони надекспресовані в клітинах 
R E F , то пригнічують викликану трансформацію 
клітин, яка зумовлена дією с-Мус [50] . Клітинна 
трансформація, спричинена фактором Мус, при
гнічується лише в разі надекспресії ВСФ-1 і ВСФ-2 
«дикого типу» або їхніх мутантних форм, позбавле
них трансактивуючого домену. Мутанти ВСФ-1 і 
ВСФ-2, які не мають ДНК-зв 'язуючої активності, 
не впливають на Мус-залежну трансформацію клі
тин R E F [50] . 

У нашому дослідженні також для прояву при
гнічуючого ефекту ВСФ-2а було достатньо наяв
ності ДНК-зв 'язуючого домену. З одного боку, є 

дані, які свідчать про те, що дія ВСФ2 не залежить 
від типу клітин [50] , проте в інших дослідженнях 
показано, що ВСФ, наявний в клітинах остеосарко-
ми Saos-2, не впливає на клітинну проліферацію, 
що свідчить на користь існування деякого коакти-
ватора, який присутній не в усіх типах клітин [51 ]. 

Антипроліферативні властивості ВСФ дають 
підстави для припущення, що втрата активності 
ВСФ може сприяти карциногенезу. Дійсно, в дея
ких клітинних лініях, отриманих з пухлин, ВСФ 
повністю втрачає активність [52 ]. Тому відсутність 
функціонального сайта зв ' язування для ВСФ у 
промоторі ІАП-1 може відігравати певну роль у 
надекспресії І А П - 1 , яка має місце в деяких клі 
тинних лініях, отриманих з пухлин [53 ]. Можливо, 
ІАП-1 сприяє формуванню метастазів, як це було 
показано в клітинах раку легень [54 ]. Більш того, 
численні дослідження свідчать, що високі рівні 
ІАП-1 є показником несприятливого прогнозу при 
багатьох формах раку [55—57] . 

Автори вдячні д-ру А. Кану і д-ру М. Р а й -
мондьє (Інститут молекулярної генетики Універ
ситету Рене Декарта , Франція) за надання век
тор ів , як і е к с п р е с у ю т ь В С Ф - 2 а , А В С Ф - 2 а і 
АТАДВ-2а людини, а також д-ру Т. Д . Гелерту 
(Відділення генетики людини, Мічманський медич
ний університет, США) — за надання к Д Н К ІАП-1 
щура. 

Дослідження фінансоване Дослідницьким това
риством Німеччини, проект SFB402, частина А 1 . 

A. A. Samoylenko, V. Roth, К. Jungermann, Th. Kietzmann, 
M. Yu. Obolenska 

A role of upstrteam stimulatory factor-2a in regulation of 
plasminogen activator inhibitor-1 expression 

Summary 

The plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) expression is in
duced by mild hypoxia (8 % 02) via the PAI-1 promoter region 
-1751-159 containing a hypoxia response element (HRE-2) binding 
the hypoxia inducible factor-1 (H1F-1) and an adjacent response 
element (HRE-1) binding a so far unknown factor. The aim of the 
present study was to identify this factor and to investigate its role 
in the regulation of PAI-1 expression. It was found by supershift 
assays that the upstream stimulatory factor-2a (USF-2a) is bound 
mainly to HRE-1 of the PAI-1 promoter and to a lesser extent to 
HRE-2. The USF-2a overexpression inhibited both PAI-1 mRNA 
and protein expression in primary cultured rat hepatocytes under 
normoxia and hypoxia. The Luciferase (Luc) reporter gene cons
tructions driven by 766 and 276 bp of the 5'-flanking region of the 
rat PAI-1 gene were transiently transfected into primary rat 
hepatocytes together with the expression vectors encoding a wild type 
USF-2a and a USF-2a mutant lacking DNA-binding and dime-
rization activity (AHU2a). The cotransfection of the wild type 
USF-2a vector reduced the Luc activity by about 8 fold, whereas the 
cotransfection of AHU2a did not influence this activity. Mutation of 
the HRE-1 (-175/468) in the rat PAI-1 promoter Luc cons-
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tractions decreased the USF-dependent inhibition of the Luc ac
tivity. Mutation of the HRE-2 (-165/-158) was less effective. These 
results indicated that the balance between two transcriptional 
factors, HIF-1 and USF-2a, which could bind adjacent the HRE 
sites, appeared to be involved in the regulation of the PA1-1 
expression under many clinical conditions. 

А А Самойленко, У. Pom, К Юнгерманн, Т. Китцманн, 
М. Ю. Оболенская 

Роль вышерасположенного стимулирующего фактора-2а в 
регуляции экспрессии ингибитора активатора плазминогена-1 

Резюме 

Экспрессия ингибитора активатора плазминогена-1 (ИАП-1) 
стимулируется гипоксией (8 % 02h За эту стимуляцию 
отвечает участок в промоторе ИАП-1 (-175/-159), содержа
щий элемент, воспринимающий гипоксию (ЭВГ-2). С послед
ним взаимодействует фактор 1, стимулируемый гипоксией 
(ФСГ-1). С участком ЭВГ-2 граничит область ЭВГ-1, с 
которой связывается ранее не идентифицированный фактор. 
В данной работе осуществлена попытка идентифицировать 
этот фактор и выяснить его роль в регуляции экспрессии 
ИАП-1. На основании сдвига специфической электрофоретиче-
ской полосы доказано, что с сайтами ЭВГ, преимущественно 
с ЭВГ-1, связывается вышерасположенный стимулирующий 
фактор-2а, ВСФ-2а. В первичной культуре гепатоцитов кры
сы суперэкспрессия ВСФ-2а в одинаковой мере угнетала экс
прессию ИАП-1-специфической мРНК и белка ИАП-1 в услови
ях как гипоксии, так и нормоксии. Первичные гепатоциты 
крысы трансфицировали двумя рекомбинантными ДНК — кон
струкцией с геном люциферази под контролем участка промо
тора ИАП-1 длиной 766 или 276 п. о. и векторами, экспресси-
рующими ВСФ дикого (ВСФ-2а) или мутантного (Ь&СФ-2а) 
типа. Последний не выявляет ДНК-связывающей и димериза-
ционной активностей. Котрансфекция с вектором, экспресси-
рующим ВСФ-2а, угнетала активность люциферазы в 8 раз по 
отношению к контролю, где белок ВСФ-2а отсутствовал 
Котрансфекция с вектором, экспрессирующим ЬВСФ-2а, не 
влияла на люциферазную активность. Мутации обоих ЭВГ и в 
большей мере мутация ЭВГ-1 препятствовали угнетению 
контролированной промотором ИАП-1 люциферазной актив
ности. Ингибитор ного действия ВСФ-2а, опосредованного 
ЭВГ-2, в отличие от ЭВГ-1, не наблюдалось при суперэкспрес
сии ФСГ-la. Эти результаты свидетельствуют о том, что 
баланс между двумя транскрипционными факторами, ВСФ-2а 
и ФСГ-la, способными связываться со смежными ЭВГ, играет 
определенную роль в регуляции экспрессии ИАП-1 в условиях 
гипо- и нормоксии. 
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