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Аполипопротеин A-I (ApoA-I) человека ‒ главный структурный и функциональный белковый ком-
понент липопротеинов высокой плотности (ЛПВП), на долю которого приходится 75% белкового
состава ЛПВП. Основными местами синтеза и секреции ApoA-I являются печень и тонкий кишеч-
ник. Механизмы, контролирующие тканеспецифическую транскрипцию гена apoA-I в тканях и ор-
ганах, отличных от печени и тонкого кишечника, практически не изучены. Известно существова-
ние двух дополнительных промоторов гена apoA-I человека, но сами промоторы почти не изучены.
В настоящей работе охарактеризованы альтернативные промоторы гена apoA-I человека. Впервые
картированы точки инициации транскрипции c проксимального и дистального альтернативных про-
моторов, показан феномен конкуренции промоторов, выдвинута гипотеза о роли альтернативных
промоторов в экспрессии гена аpoA-I в клетках тканей, отличных от печени и тонкого кишечника.
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Многочисленные клинические и эпидемиоло-
гические исследования показали, что низкий уро-
вень липопротеинов высокой плотности (ЛПВП) в
плазме крови является важным фактором риска
развития атеросклероза [1]. ЛПВП выполняют за-
щитную роль, препятствуя процессам атерогенеза
[2]. Основной структурный и функциональный
белковый компонент ЛПВП человека ‒ аполипо-
протеин A-I (ApoA-I), на долю которого приходит-
ся 75% белкового состава ЛПВП. ApoA-I синтези-
руется преимущественно в печени и тонком ки-
шечнике, которые секретируют его в кровь в
составе ЛПВП, хиломикронов и липопротеинов
очень низкой плотности (ЛПОНП) [3, 4].

Ген apoA-I человека расположен на хромосоме 11
(11q23) в составе кластера, содержащего гены
apoC-III, apoA-IV и apoA-V [5]. Экспрессия гена
apoA-I регулируется его 5'-регуляторной областью
и общим кластерным энхансером, расположен-
ным в 5'-регуляторном районе гена apoC-III
[6‒9]. Хотя ген apoA-I человека активно изучают в
течение последних 30 лет, большинство работ по-
священы относительного короткому району, рас-
положенному в области –256…+1 относительно
канонической точки инициации транскрипции

(ТИТ). В ранних работах [6, 7] показано, что ми-
нимального промотора гена apoA-I (–41…+1) и
гепатоцитарного энхансера (–222…–110) доста-
точно для эффективной транскрипции в печени.
Тканеспецифическая транскрипция в эпителии
тонкого кишечника в основном контролируется
общим кластерным энхансером [8, 9]. Роль более
удаленной 5'-регуляторной области гена apoA-I
(–2500…–250) до сих пор практически неизвест-
на. Гепатоцитарный энхансер состоит из трех ос-
новных сайтов: А (–214…–192), B (–169…–146) и
C (–134…–119). Сайты A и C содержат цис-эле-
менты, специфически взаимодействующие с
ядерными рецепторами. Ядерные рецепторы
HNF4α [10], PPARα [11], LRH-1 [12] активируют
транскрипцию гена apoA-I в гепатоцитах, тогда
как белки LXR [13], FXR [14] и PPARγ [15] угнета-
ют промотор гена apoA-I. Сайт B содержит после-
довательности, специфически связывающиеся с
факторами транскрипции семейства Forkhead –
FOXA1-3 [16] и FOXO1 [17, 18]. Кроме того, в со-
став гепатоцитарного энхансера входят два сайта
связывания с фактором транскрипции EGR1 [19].

Опубликованы сообщения об экспрессии гена
apoA-I в плаценте [20], сердце [21], хряще [22]
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взрослых людей, в нервной системе зародышей
человека [23]. Недавно мы выявили синтез ApoA-
I в клетках моноцитарно-макрофагального ряда
[24, 25]. Механизмы, контролирующие тканеспе-
цифическую транскрипцию гена apoA-I в тканях
и органах, отличных от печени и тонкого кишеч-
ника, практически не изучены. Ранее мы обнару-
жили два альтернативных промотора гена аpoA-I
и показали, что их регуляция в ответ на стимуляцию
клеток провоспалительным цитокином TNFα от-
личается от регуляции канонического промотора
apoA-I в клетках гепатомы человека HepG2 (мо-
дель гепатоцитов) и клетках аденокарциномы
Caco2 (модель энтероцитов) [26]. Установлено, что
эти отличия определяются факторами транскрип-
ции – ядерными рецепторами LXRα, LXRβ,
PPARα и PPARγ, взаимодействующими с сайтами
A и C гепатоцитарного энхансера гена apoA-I [15,
26]. Вместе с тем, альтернативные промоторы гена
apoA-I остались практически неизученными – не
известны ТИТ с этих промоторов, их взаимодей-
ствия между собой и с каноническим промотором
в различных типах клеток и их относительный
вклад в общую экспрессию гена apoA-I. Настоя-
щая работа посвящена альтернативным промото-
рам гена apoA-I человека. Впервые картированы
ТИТ с проксимального и дистального альтернатив-
ных промоторов, показан феномен конкуренции
промоторов, выдвинута гипотеза о роли альтерна-
тивных промоторов в экспрессии гена аpoA-I в тка-
нях, отличных от печени и тонкого кишечника.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клеточные линии. Линии клеток гепатомы че-

ловека HepG2, аденокарциномы прямой кишки
Caco-2, аденокарциномы двенадцатиперстной
кишки Hutu-80, нейробластомы Sk-N-SH и фиб-
робластов человека VH10 получены из банка кле-
точных культур Института цитологии РАН, Санкт-
Петербург.

Обратная транскрипция. Суммарную РНК вы-
деляли из культивируемых клеток с использова-
нием реагента RNA STAT-60 (“Tel-Test”, США) в
соответствии с инструкциями изготовителя. По-
сле обработки ДНКазой I, свободной от РНКаз
(“Roche Applied Science”, ФРГ), в течение 30 мин
при 37°C реакцию останавливали, добавляя
EDTA в конечной концентрации 2 мM (15 мин
при 70°C для инактивации ДНКазы). Концентра-
цию суммарной РНК и ее чистоту определяли
при помощи спектрофотометра Avaspec-2048
(“Avantes”, Нидерланды). Отношение оптических
плотностей образцов РНК при 260 и 280 нм рас-
сматривали как соответствующее очищенной от
примесей РНК, если оно превышало 2.0, а отно-
шение оптических плотностей образцов РНК при
260 и 230 нм превышало 1.7. Целостность фракций
рРНК проверяли при помощи электрофореза в

1%-ном агарозном геле. Реакцию обратной тран-
скрипции проводили с использованием суммар-
ной РНК (2 мкг), oligo-dT (“Invitrogen”, США) в
качестве праймера и обратной транскриптазы
M-MLV (“Promega”, США) для получения одно-
цепочечной кДНК (15 мин при 70°C с праймером
dT16, 1 мин на льду, 60 мин при 42°C в реакцион-
ной смеси, содержащей 0.5 мM dNTP, 0.3 мM
MgCl2, 75 мM KCl, 10 мM DTT и 8 ед./мкл обрат-
ной транскриптазы, а затем 15 мин при 70°C для
инактивации обратной транскриптазы).

Полуколичественная ПЦР. Экспрессию гена
apoA-I анализировали с использованием следую-
щих праймеров: первая пара Apo1/Apo2 (5'-CCT-
GGGATCGAGTGAAGGAC-3' и 5'-CGTGCT-
CAGATGCTCGGTGG-3') охватывала участок
587 п.н. кДНК гена apoA-I человека и позволяла
детектировать канонические транскрипты гена
apoA-I; вторая пара Apo12/Apo10 (5'-CCACATTG-
CCAGGACCAG-3' и 5'-CTCCCCGTCAGGAA-
GAGC-3') охватывала участок 194 п.н. кДНК гена
apoA-I человека (–127…+67 относительно кано-
нической ТИТ); третья пара Apo9/Apo10 (5'-AAT-
GGCAACTGCCCACAC-3' и Apo10 (смотри выше))
охватывала участок в 403 п.н. кДНК гена apoA-I
человека (–335…+67 относительно канонической
ТИТ). Уровень экспрессии гена домашнего хо-
зяйства человека, кодирующего глицеральдегид-
3-фосфат-дегидрогеназу (GAPDH), использовали
в качестве внутреннего контроля и нормирования
результатов полуколичественной ОТ-ПЦР. GAPDH
амплифицировали с помощью следующих прай-
меров: 5'-tcaccatcttccaggagcga-3' и 5'-acatggcctc-
caaggagtaa-3'. Температуры отжига для пар прай-
меров составляли: 60°C для Apo1/Apo2; 56°C для
Apo12/Apo10 и Apo9/Apo10; 55°C для GAPDH.
Оптимальное число циклов – 20 для GAPDH, 17 –
apoA-I, 27 ‒ Apo10/Apo12 и 34 ‒ Apo9/Apo10 – по-
добрано в предварительных экспериментах.

ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ). Праймеры
и зонды для референсных генов GAPDH [26], β-ак-
тина [27], циклофилина A [17], а также для анализа
активности канонического и альтернативных про-
моторов гена apoA-I [26] описаны ранее. В качестве
отрицательного контроля использовали следую-
щие варианты: а) без добавления обратной тран-
скриптазы в реакционную смесь; б) без добавления
матрицы для проверки загрязнения реакционной
смеси молекулами ДНК. Реакцию ПЦР-РВ про-
водили в следующих условиях: 95°C 300 c, затем
50 циклов ‒ 95°C 25 с и 60°C 45 с – при использо-
вании TaqMan; и 95°C 300 с, затем 50 циклов ‒
95°C 30 с, 60°C 20 с и 72°C 30 с в случае Syber-
Green. Использовали наборы для проведения
TaqMan и SyberGreen RealTime-PCR производ-
ства компании “Синтол” (Россия, каталожные
номера R-412 и R-402). Реакцию проводили с по-
мощью амплификатора CFX-96 производства
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компании “Bio-Rad” (США). Число циклов (зна-
чения Ct), необходимое для достижения порогово-
го уровня флуоресценции, превышающего 10 стан-
дартных отклонений от уровня флуктуаций фоно-
вой флуоресценции, определяли при помощи
встроенного программного обеспечения “Bio-Rad”.
Относительные значения количества кДНК (в
процентах от контрольного образца) рассчитыва-
ли по формуле (2Ctcontrol – Ctsample) × 100. Рассчитан-
ные количества кДНК каждого из генов норми-
ровали по среднему геометрическому, вычислен-
ному по уровню экспрессии трех референсных
генов (GAPDH, β-актин и циклофилин A) соглас-
но [28], и представляли как относительный уро-
вень экспрессии, принимая за 100% уровень экс-
прессии гена в контрольных клетках.

Быстрая амплификация 5'-концов кДНК –
5'RACE. ТИТ гена apoA-I человека идентифици-
ровали с помощью 5'/3'RACE Kit (“Roche Applied
Science”, кат. номер 03353621001) в соответствии с
инструкциями изготовителя. Реакцию обрат-
ной транскрипции проводили на 10 мкг сум-
марной РНК, выделенной из клеток HepG2, ис-
пользуя обратный праймер Apo2 (5'-CGTGCT-
CAGATGCTCGGTGG-3'). Для картирования
проксимальной альтернативной ТИТ гена apoA-I
человека использовали праймер RACE1 (5'-GC-
CCTGTTGCTGCTCACT-3'). Картирование ди-
стальной альтернативной ТИТ гена apoA-I челове-
ка проводили методом гнездовой ПЦР, используя
два обратных праймера ApoR4 (5'-GGCAGGGGT-
CAAGGGTTC-3') и RACE2 (5'-CGGGAGGG-
GAGTGTCTGC-3'). Амплифицированные фраг-
менты субклонировали в вектор pBluescript и се-
квенировали.

Генетические конструкции. pCMVL, вектор
экспрессии бактериального гена-репортера lacZ
под контролем промотора предранних генов ци-
томегаловируса человека (CMV), сконструирован
ранее [29]. pCMVHNF4, вектор экспрессии фак-
тора транскрипции HNF4α человека, любезно
предоставлен Dr. Fukamizu (University of Tsukuba,
Japan). pCMVHNF4D, вектор экспрессии доми-
нантно-негативного мутантного фактора тран-
скрипции HNF4α человека, любезно предостав-
лен Dr. Leff (Wayne State University School of Med-
icine, USA). PCMVEgr1, вектор экспрессии
фактора транскрипции Egr1, любезно предостав-
лен Dr. Milbrandt (Washington University, USA).
Плазмида pAlg, содержащая EcoRI-фрагмент ге-
номного локуса (11q23) человека с координатами
116252251–116239958 (http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgBlat), который включает полноразмерный ген
apoA-I и его 5'-регуляторную область, любезно
предоставлена Dr. Chan (Baylor College, Texas,
USА). Плазмида pALT, содержащая ген люцифе-
разы под контролем 5'-регуляторной области гена
apoA-I человека (–2498…+173), описана ранее
[29]. Плазмиды, содержащие ген люциферазы

под контролем делеционных вариантов 5'-регу-
ляторного участка гена apoA-I человека pA1d119
(–2498…–119), pA1d119S (–256…–119) и pA1d256
(–2498…–256), получали, используя стандарт-
ные методы генной инженерии.

Трансфекция клеток, люциферазный и β-галакто-
зидазный тесты. Клетки HepG2, Hutu80, Sk-N-SH,
VH10 культивировали в среде DMEM с добавле-
нием 10% эмбриональной сыворотки крупного
рогатого скота (FCS) в атмосфере 5% CO2 при
37°С. Клетки Caco-2 культивировали в тех же
условиях, но при концентрации FCS 20%. Для
изучения динамики экспрессии гена apoA-I в ходе
дифференцировки клетки Caco-2 высевали на
30 мм чашки Петри с плотностью 1 × 104 клеток
на 1 см2. В ходе культивирования культуральную
среду заменяли свежей каждые 72 ч. Жизнеспо-
собность клеток контролировали по окрашива-
нию трипановым синим. Во всех экспериментах
уровень жизнеспособности клеток не опускался
ниже 95%. Клетки HepG2, Hutu80, Sk-N-SH и
VH10 высевали на 30-мм чашки Петри и культи-
вировали до достижения субконфлюентного мо-
нослоя (24‒48 ч). Клетки трансфицировали мето-
дом кальций-фосфатной преципитации, как опи-
сано ранее [30]. Общая нагрузка плазмидной
ДНК составляла 10 мкг на 30 мм чашку. Уровень
трансфекции контролировали с использованием
плазмиды pCMVL, содержащей ген бактериаль-
ной β-галактозидазы под контролем промотора
предранних генов цитомегаловируса человека
[29]. Уровень β-галактозидазной активности в ли-
затах трансфицированных клеток определяли по
стандартному протоколу с использованием в каче-
стве субстрата o-нитрофенил-β-D-галактопирано-
зида. Относительную активность β-галактозидазы
рассчитывали в единицах оптической плотности
D420 за 1 ч реакции в пересчете на 1 мг суммарного
белка в клеточных лизатах. Относительную ак-
тивность люциферазы (RLU) измеряли на люми-
нометре 20/20n (“Turner BioSystems”), используя
Luciferase Assay System (“Promega”) в соответствии с
рекомендациями изготовителя. Активность люци-
феразы (RLU) выражали как число световых им-
пульсов за 1 мин реакции в пересчете на 1 мг сум-
марного белка в клеточных лизатах. Концентра-
цию белка измеряли по методу Брэдфорда. Все
результаты нормировали по уровню β-галактози-
дазной активности.

Статистическая обработка. Результаты пред-
ставлены как средние значения. Планки погреш-
ностей соответствуют стандартной ошибке сред-
него. Статистический анализ различий между
сравниваемыми группами проводили, используя
непарный t-тест Стьюдента. Различия считали
статистически значимыми при p < 0.05. Анализ
проводили с помощью программного обеспече-
ния Statistica 5.0 (StatSoft Inc., США).
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Компьютерный анализ альтернативных форм 

мРНК apoA-I человека
Существование альтернативных форм мРНК

apoA-I, отличающихся 5'-концом, проверяли, про-
ведя поиск среди EST человека с помощью про-
граммы BLAST и последовательности гена apoA-I
человека (–350…+1 относительно канонической
ТИТ) в качестве мишени. Обнаружены различ-
ные EST, соответствующие мРНК apoA-I челове-
ка с 5'-концом, отличным от классической ТИТ
(рис. 1). Большинство таких EST начинались в
районе –120…–100 относительно канонической
ТИТ apoA-I человека, но одна последователь-
ность, клонированная из семенников, содержала
дополнительные 210 п.н. на 5'-конце и начина-
лась в положении –346 относительно канониче-
ской ТИТ гена apoA-I человека. Эти данные до-
пускали существование альтернативного промо-
тора (или нескольких) с ТИТ, локализованной,
по крайней мере, в координате –346 относитель-
но ТИТ c канонического промотора.

Можно предложить три возможных объясне-
ния полученных результатов. Это, во-первых, су-
ществование одного дистального альтернативно-
го промотора гена apoA-I человека, локализован-
ного в области около –350 п.н. относительно
канонической ТИТ. В таком случае более корот-
кие альтернативные EST apoA-I могли образо-
ваться в результате преждевременной термина-
ции реакции обратной транскрипции. Во-вто-
рых, возможно существование по меньшей мере
двух альтернативных промоторов (либо ТИТ) ге-
на apoA-I человека – дистального, лoкализован-

ного в области около –350 п.н., и проксимально-
го в области около –120 п.н. В-третьих, появле-
ние альтернативных EST apoA-I человека могло
быть артефактом, обусловленным контаминаци-
ей базы EST геномными последовательностями,
либо быть связанным с рекомбинацией при полу-
чении библиотеки EST в бактериях. Вместе с тем,
выявленные нами ранее различия в регуляции про-
моторов ‒ альтернативных и канонического ‒ гена
apoA-I под действием TNFα свидетельствовали в
пользу существования двух альтернативных про-
моторов (проксимального и дистального) [26].

Идентификация альтернативных форм мРНК 
apoA-I человека и картирование ТИТ

с альтернативных промоторов

Для подтверждения существования альтерна-
тивных форм мРНК apoA-I человека в линии кле-
ток гепатомы человека HepG2 и в линии клеток
аденокарциномы прямой кишки Caco-2 (модель-
ные объекты экспрессии гена apoA-I) мы исполь-
зовали метод ОТ-ПЦР. Были подобраны две па-
ры праймеров: одну применяли для определения
часто встречающейся среди EST альтернативной
формы мРНК apoA-I человека (предполагаемая
ТИТ ~ –100 п.н.); другую ‒ для определения ред-
кой среди EST альтернативной изоформы (пред-
положительная ТИТ ~ –300 п.н.), (см. рис. 2д и
“Экспериментальную часть ”). ОТ-ПЦР c обеими
парами праймеров позволила выявить позитивные
сигналы в клетках HepG2 и Caco-2 (рис. 2а, б). Спе-
цифичность продуктов ПЦР проверена с помо-
щью клонирования и последующего секвенирова-

Рис. 1. Поиск необычных EST гена apoA-I человека с протяженным 5'-концом. В качестве запроса (Query) использо-
вали фрагмент 5'-регуляторной области гена apoA-I человека (–350…+1 п.н. относительно канонической точки ини-
циации транскрипции (ТИТ)). Звездочки и решетки соотносят конкретные последовательности с диаграммой, иллю-
стрирующей степень перекрывания конкретного EST c Query.

Query
<40 40–50 50–80 80–200 ≥200

0 60 120 180 240 300

5'-Pегуляторная область гена apoA-I человека

–350 Точка инициации транскрипции (+1)

Обозначение GenBank accession number
CD558050
DB020427
T73506
T61707
AA447477
BI825576

Источник мРНК
Семенники
Семенники
Печень
Печень
Плод
Мозг

*
**

***
****

#
##

**********#
##



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 3  2019

ХАРАКТЕРИСТИКА АЛЬТЕРНАТИВНЫХ ПРОМОТОРОВ ГЕНА 489

ния. Таким образом, экспериментально подтвер-
ждено существование альтернативных изоформ
мРНК гена apoA-I человека в клетках HepG2.
Следующая задача состояла в определении ТИТ с
альтернативных промоторов гена apoA-I. ТИТ кар-
тировали с помощью метода 5'-RACE. ТИТ с прок-
симального промотора определяли с использовани-
ем обратного праймера, комплементарного области
–93…–76 относительно канонической ТИТ. Элек-
трофоретический анализ продуктов 5'-RACE в
агарозном геле выявил фрагмент ~120 п.н. (рис. 2в).
Клонирование и секвенирование этого фрагмен-
та с последующим его выравниванием с 5'-регу-
ляторной областью гена apoA-I позволило иденти-
фицировать ТИТ с проксимального альтернатив-
ного промотора гена apoA-I в позиции –153 п.н.
относительно канонической ТИТ. Сходным обра-
зом проведено картирование ТИТ с дистального
альтернативного промотора. Пару обратных прай-
меров (–208…–191 и –217…–234) использовали для
“вложенной” (nested) ПЦР в ходе 5'-RACE. В ре-
зультате амплифицирован, клонирован и секвени-
рован фрагмент ~150 п.н. (рис. 2г). Выравнивание

последовательности данного фрагмента c 5'-регуля-
торной областью гена apoA-I позволило опреде-
лить ТИТ с дистального промотора в позиции –
353 п.н. относительно канонической ТИТ. Таким
образом, в результате нам удалось картировать две
дополнительные ТИТ в 5'-регуляторной области
гена apoA-I человека, активные в клетках HepG2.

Сравнение активности альтернативных
и канонического промоторов гена apoA-I человека

в ходе дифференцировки клеток линии Caco-2

Принадлежат ли выявленные нами новые ТИТ
общему промотору apoA-I, или они указывают на
существование двух альтернативных промоторов
этого гена? Этот вопрос оставался открытым, хо-
тя результаты нашей работы [26] свидетельство-
вали в пользу второго варианта. Чтобы подтвер-
дить существование двух альтернативных промо-
торов гена apoA-I мы определяли активность всех
трех промоторов методами ОТ-ПЦР и ОТ-ПЦР в
реальном времени в ходе дифференцировки кле-
ток линии Caco-2, которая служит моделью эпи-

Рис. 2. Характеристика двух альтернативных промоторов гена apoA-I человека. а – Обнаружение короткой альтерна-
тивной мРНК apoA-I человека (начало транскрипции примерно –150 п.н. относительно канонической точки иници-
ации транскрипции) в клетках HepG2 методом ОT-ПЦР: 1 – ДНК-маркеры молекулярной массы (п.н.); 2 – ОТ-ПЦР
с праймерами Apo12/Apo10. б – Обнаружение длинной альтернативной мРНК apoA-I человека (начало транскрипции
примерно –360 п.н. относительно канонической точки инициации транскрипции) в клетках HepG2 методом ОT-ПЦР:
1 – ОТ-ПЦР с праймерами Apo9/Apo10; 2 – ДНК-маркеры молекулярной массы (п.н.); 3 – положительный контроль
(ПЦР с геномной ДНК человека). в – 5'-RACE-анализ для определения точки инициации транскрипции с прокси-
мального альтернативного промотора: 1 – ДНК-маркеры молекулярной массы (п.н.); 2 – фрагмент ~120 п.н., ампли-
фицированный в результате 5'-RACE с праймером Race1. г – Фрагмент ~155 п.н., амплифицированный в результате
5'-RACE с праймерами ApoR4 и Race2. д – Общая схема 5'-регуляторной и кодирующей областей гена apoA-I человека
с обозначенными праймерами, использованными для ОТ-ПЦР и 5'-RACE. Черными прямоугольниками с римскими
цифрами показаны экзоны.
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телия тонкой кишки. Клетки Caco-2 в отличие от
клеток HepG2 начинают экспрессировать ген
apoA-I только на второй день после посева. При
этом уровень экспрессии гена apoA-I повышается
примерно до 14 дня культивирования (макси-
мальный уровень экспрессии), а после этого по-
степенно уменьшается [31]. На рис. 3 приведены
результаты изучения динамики экспрессии гена
apoA-I методом полуколичественной ОТ-ПЦР
(рис. 3a) и ОТ-ПЦР в реальном времени (рис. 3б‒г).
Продукты транскрипции с проксимального аль-
тернативного и канонического промотора про-
являют сходную динамику экспрессии, макси-
мум которой приходится на 14 день дифферен-
цировки. Вместе с тем, активность дистального
альтернативного промотора существенно отли-
чается. Максимум его активности приходится на
6‒7 день дифференцировки клеток. Таким обра-
зом, полученные результаты подтверждают раз-
личия в регуляции альтернативных и канониче-
ской ТИТ и, следовательно, подтверждают суще-
ствование альтернативных промоторов гена
apoA-I человека как отдельных регуляторных эле-
ментов.

Конкуренция промоторов гена apoA-I человека

С целью более детального изучения вклада
альтернативных промоторов в регуляцию тран-
скрипции гена apoA-I человека получены генети-
ческие конструкции, содержащие репортерный
ген люциферазы, сцепленный с различными де-
леционными вариантами 5'-регуляторной обла-
сти гена apoA-I человека, содержащими канони-
ческий промотор (СР), дистальный (DAP) и прок-
симальный (PAP) альтернативные промоторы в
различных сочетаниях (рис. 4а).

Полученные генетические конструкции тести-
ровали в клетках HepG2, Hutu80 (модельный объ-
ект клеток двенадцатиперстной кишки), Sk-N-SH
(нейробластома) и фибробластах кожи человека
VH10 (рис. 4). Все конструкции были активны в
указанных клеточных линиях, но не в фибробла-
стах. Удаление канонического промотора ослаб-
ляло, но не устраняло люциферазную активность в
клетках HepG2. Более того, конструкции, экс-
прессирующие ген люциферазы, управляемый
альтернативными промоторами (дистальным и
проксимальным) гена apoA-I человека, были также

Рис. 3. Динамика активности промоторов гена apoA-I человека в ходе дифференцировки клеток Caco-2 (ОТ-ПЦP-ана-
лиз). а – Полуколичественная ОТ-ПЦР. б‒г – ОТ-ПЦР в реальном времени. ApoA-I – канонический промотор,
PAP – проксимальный альтернативный промотор, DAP – дистальный альтернативный промотор. Цифры указывают
размер фрагментов (п.н.), дни — время после посева клеток.
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Рис. 4. Анализ активности альтернативных промоторов гена apoA-I человека в клетках HepG2, Hutu80, Sk-N-SH и VH-10.
а ‒ Схема генетических конструкций, использованных в эксперименте. HE ‒ гепатоцитарный энхансер, CP ‒ канониче-
ский промотор, PAP ‒ проксимальный альтернативный промотор, DAP ‒ дистальный альтернативный промотор, LUC ‒
ген люциферазы. б ‒ Люциферазный тест. Клетки трансфицировали плазмидами pALT, pA1d119, pA1d119S, pA1d256 (7 мкг
на 30-мм чашку Петри). В качестве внутреннего контроля ко всем пробам добавлена плазмида pCMVL (2 мкг). Приведены
средние значения, полученные из четырех независимых экспериментов. Планки погрешности соответствуют стандартной
ошибке среднего. в ‒ Анализ активности альтернативных промоторов гена apoA-I человека в клетках Hutu80 и Sk-N-SH,
трансфицированных плазмидами pAlg (7 мкг на 30-мм чашку Петри) и pCMVL (2 мкг, внутренний контроль трансфекции), с
помощью полуколичественной ОТ-ПЦР. GAPDH ‒ ОТ-ПЦР c праймерами к референсному гену gapdh; LacZ – ОТ-ПЦР c
праймерами к гену lacZ (внутренний стандарт); ApoA-I – ОТ-ПЦР c праймерами Apo1/Apo2 (амплифицируют каноническую
изоформу мРНК аpoA-I); PAP ApoA-I – ОТ-ПЦР c праймерами Apo12/Apo10 (амплифицируют проксимальную альтернатив-
ную изоформу мРНК аpoA-I); DAP ApoA-I – ОТ-ПЦР c праймерами Apo9/Apo10 (амплифицируют дистальную альтернатив-
ную изоформу мРНК аpoA-I). Оптимальное число циклов для каждой пары праймеров (конец экспоненциальной фазы ПЦР)
определено в предварительных экспериментах. Эксперимент повторяли 3 раза с получением сходных результатов.
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активны в люциферазном тесте. Эти результаты
подтверждают данные, полученные с помощью
ОТ-ПЦР (рис. 2, 3). Кроме того, активность ди-
стального промотора (плазмида pA1d256) в клет-
ках Sk-N-SH и Hutu80, в которых эндогенный ген
apoA-I в нормальных условиях не экспрессирует-
ся, была более высокой, чем в клетках HepG2.

Обнаруженный факт позволяет предположить
специфическую роль различных промоторов гена
apoA-I человека в регуляции этого гена в клетках
разного типа. Если промоторы гена apoA-I не за-
висят друг от друга, то общая транскрипционная
активность 5'-регуляторного региона гена apoA-I
(содержащего все три промотора) должна быть
равна арифметической сумме активностей всех
промоторов. Однако в наших экспериментах ак-
тивность плазмиды pA1d256 (содержащей только
дистальный альтернативный промотор) была по-
чти такой же высокой, как и плазмиды pALT (со-
держащей три промотора гена apoA-I человека) в
клетках HepG2 (рис. 4). Эти данные противоречат
результатам ОТ-ПЦР, в которых активность ди-
стального промотора (DAP) была значительно
слабее активности канонического промотора
(CP) (рис. 2, 3). Полученные результаты можно
интерпретировать как существование конкурен-
ции между различными промоторами гена apoA-I.
Можно допустить, что более проксимальный
промотор подавляет активность дистального про-
мотора за счет конкуренции за общие факторы
транскрипции и/или за РНК-полимеразу II. Та-
ким образом, удаление канонического и прокси-
мального альтернативного промоторов ведет к
значительному повышению активности дисталь-
ного альтернативного промотора до уровня кано-
нического промотора (наивысшей при эндоген-
ной экспрессии гена apoA-I) (рис. 4б).

С целью дальнейшей проверки гипотезы о
конкуренции промоторов клетки Hutu80 и Sk-N-SH
трансфицировали плазмидой pAlg, содержащей
фрагмент геномного локуса человека, включаю-
щий ген apoA-I c протяженной 5'-регуляторной
областью. Если гипотеза о конкуренции промо-
торов верна, то можно ожидать, что активность
альтернативных промоторов гена apoA-I в этих
клеточных линиях будет выше активности кано-
нического промотора. На рис. 4в представлены
результаты анализа активности трех промоторов
гена apoA-I в клетках Hutu80 и Sk-N-SH, транс-
фицированных плазмидой pAlg, методом полуко-
личественной ОТ-ПЦР. Активность проксималь-
ного альтернативного промотора оказалась при-
близительно в 16 раз выше, чем у канонического и
дистального альтернативного промоторов. Более
того, по-видимому, мРНК, синтезируемая с прок-
симального альтернативного промотора, подвер-
гается альтернативному сплайсингу, так как прай-
меры к каноническим транскриптам ее не выявля-
ют. Для прояснения данного вопроса требуются

дополнительные исследования. Таким образом,
представленные результаты подтверждают гипо-
тезу о конкуренции промоторов и предполагают
возможную роль альтернативных промоторов в
экспрессии гена apoA-I в клетках, отличных от ге-
патоцитов и энтероцитов.

Регуляция альтернативных промоторов гена apoA-I 
человека факторами транскрипции Egr1 и HNF4α

5'-Регуляторная область гена apoA-I человека
содержит хорошо охарактеризованные сайты
связывания факторов транскрипции HNF4α и
Egr1 [10, 19]. Мы предприняли попытку изучить
роль этих факторов в регуляции различных про-
моторов гена apoA-I. Клетки котрансфицировали
векторами, экспрессирующими Egr1 и HNF4α
(рис. 5). Сверхэкспрессия гена Egr1 в клетках
HepG2 вела к значительной стимуляции активно-
сти 5'-регуляторной области гена apoA-I в плаз-
миде pALT, что соответствовало ранее опублико-
ванным результатам [19]. Удаление каноническо-
го промотора гена apoA-I не затрагивало сайты
связывания Egr1, локализованные в координатах
–190 и –220 п.н. относительно канонической
ТИТ, а воздействие Egr1 на плазмиду pA1d119 бы-
ло таким же, как и на плазмиду pALT. Интересно,
что удаление большей части 5'-регуляторного
района гена apoA-I с сохранением только гепато-
цитарного энхансера и проксимального альтер-
нативного промотора (–256…–119) вело к ослаб-
лению опосредованной Egr1 стимуляции актив-
ности промотора гена apoA-I, несмотря на то что
такая делеция не затрагивает сайты связывания
Egr1. Эти данные могут указывать на возмож-
ность дифференциального влияния Egr1 на прок-
симальный альтернативный промотор и на кано-
нический промотор гена apoA-I человека. Другое
объяснение – это существование неохарактери-
зованных сайтов связывания Egr1 в дистальной
части 5'-регуляторного района гена apoA-I (левее
точки –256 п.н. относительно канонической
ТИТ). В пользу последней гипотезы свидетель-
ствует то, что сверхэкспрессия Egr1 вызывает не-
значительную стимуляцию дистального альтер-
нативного промотора apoA-I в плазмиде pA1d256,
несмотря на отсутствие в этой конструкции из-
вестных сайтов связывания Egr1 (рис. 5a). Сход-
ные результаты получены и при изучении факто-
ра транскрипции NHF4α. Два сайта связывания
HNF4α локализованы в пределах гепатоцитарно-
го энхансера гена apoA-I человека (–222…–110 п.н.
относительно канонической ТИТ) [10]. Сверх-
экспрессия HNF4α в клетках HepG2 (рис. 5б),
Hutu80 (рис. 5в) и Sk-N-SH (рис. 5г) приводила к
значительному усилению активности люцифера-
зы в клетках, трансфицированных плазмидами
pALT (все три промотора) и pA1d119 (только два
альтернативных промотора). Делеция канониче-
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ского и проксимального альтернативных промо-
торов гена apoA-I (плазмида pA1d256) приводила
к удалению сайтов связывания HNF4α, поэтому
не удивительно, что сверхэкспрессия HNF4α не
влияла на активность конструкции pA1d256. Ин-
тересно, что экспрессия плазмиды pA1d119S, со-
держащей только проксимальный альтернатив-
ный промотор гена apoA-I, позитивно регулиро-
валась HNF4α только в клетках Hutu80. HNF4α
не влиял на проксимальный альтернативный
промотор гена apoA-I в клетках HepG2 и Sk-N-SH

(рис. 5а, г). Специфичность регуляции активно-
сти промоторов гена apoA-I человека фактором
HNF4α подтверждена в экспериментах по ко-
трансфекции клеток конструкциями, содержа-
щими указанный фрагмент регуляторного района
apoA-I, и доминантно-негативным геном HNF4α
(данные не приведены). Более того, влияние до-
минантно-негативного HNF4α на активность
проксимального альтернативного промотора ге-
на apoA-I было специфичным для типа клеток.

Рис. 5. Влияние факторов транскрипции Egr1 и HNF4α на активность делеционных вариантов 5'-регуляторной обла-
сти гена apoA-I человека (люциферазный тест). а – Эффект сверхэкспрессии гена Egr1 на активность плазмид pALT,
pA1d119, pA1d119S и pA1d256 в клетках HepG2. б‒г – Влияние сверхэкспрессии гена HNF4α на активность плазмид
pALT, pA1d119, pA1d119S и pA1d256 в клетках HepG2, Hutu80 и Sk-N-SH (б–г соответственно). Клетки (30-мм чашка
Петри) трансфицировали генетической конструкцией с геном люциферазы (7 мкг), плазмидой pCMVL (2 мкг, внут-
ренний стандарт), вектором, экспрессирующим факторы транскрипции (0.5 мкг). В контрольные точки, не содержа-
щие векторы экспрессии, добавляли 0.5 мкг плазмиды pCMVgfp.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе нами впервые картирова-
ны две дополнительные ТИТ в 5'-регуляторной
области гена apoA-I человека. Известно, что про-
моторы многих генов содержат множественные
ТИТ, поэтому открытым оставался вопрос, мож-
но ли говорить об альтернативных промоторах ге-
на apoA-I, или только об альтернативных ТИТ.
Множественные ТИТ в пределах одного промо-
тора регулируются сходным образом под дей-
ствием внутри- и внеклеточных стимулов и име-
ют сходную тканевую специфичность. Наоборот,
различные промоторы одного гена часто характе-
ризуются различной тканевой специфичностью и
независимой регуляцией. Основываясь на дан-
ном критерии, можно утверждать, что в 5'-регуля-
торной области гена apoA-I человека расположе-
ны именно альтернативные промоторы. В пользу
существования альтернативных промоторов гена
apoA-I убедительно свидетельствуют различия в
динамике активности в ходе дифференцировки
клеток Caco-2, выявленный нами феномен кон-
куренции промоторов и, наконец, описанные ра-
нее различия в регуляции под действием провос-
палительного цитокина TNFα [26]. Оба альтерна-
тивных промотора в отличие от канонического
лишены выраженного TATA-бокса. Вместо TATA-
бокса оба альтернативных промотора содержат
кластеры GC-богатых цис-элементов для фактора
транскрипции Sp1, характерных для промоторов,
которые не содержат TATA-бокс.

Хорошо известно, что канонический промо-
тор гена apoA-I обладает высокой тканевой спе-
цифичностью, он активен в основном в гепато-
цитах и энтероцитах [6‒9]. Следовательно, мож-
но предположить, что именно альтернативные
промоторы гена apoA-I обеспечивают его экспрес-
сию в клетках и тканях, отличных от гепатоцитов и
энтероцитов, где канонический промотор частич-
но или полностью репрессирован. Хотя эта гипоте-
за требует экспериментальной проверки, несколь-
ко фактов косвенно свидетельствуют в ее пользу.
Во-первых, проведенный нами делеционный ана-
лиз 5'-регуляторной области гена apoA-I выявил
конкуренцию между каноническим и альтерна-
тивными промоторами. Следовательно, репрес-
сия канонического промотора в тканях и органах,
отличных от печени и тонкого кишечника, может
приводить к ослаблению конкуренции и к акти-
вации альтернативных промоторов. Во-вторых,
проведенные нами эксперименты по трансфек-
ции клеток нейробластомы Sk-N-SH и аденокар-
циномы двенадцатиперстной кишки геномным
локусом apoA-I частично подтвердили данное
предположение, поскольку проксимальный аль-
тернативный промотор оказался более активным,
чем канонический. Тем не менее, данную гипоте-
зу нельзя считать полностью доказанной. Так, ак-

тивность альтернативных промоторов не выявле-
на нами в клетках моноцитарно-макрофагально-
го ряда, где также экспрессируется ген apoA-I
[24]. Для окончательного ответа на этот вопрос
необходимо проверить роль альтернативных про-
моторов гена apoA-I в нетрадиционных местах
синтеза его продукта (плацента, хрящ, нервная
система и т.п.).

мРНК аpoA-I, синтезируемые с альтернативных
промоторов, содержат дополнительный 5'-конце-
вой участок. Хотя в этой области выявлено не-
сколько кодонов ATG, максимальная протяжен-
ность открытой рамки считывания с этих кодо-
нов не превышает 41 аминокислотный остаток.
Более того, в окружении этих ATG-кодонов от-
сутствует выраженная консенсусная последова-
тельность Козак, необходимая для эффективного
старта трансляции [32]. Альтернативная тран-
скрипция часто сопряжена с альтернативным
сплайсингом. С помощью 3'-RACE нами показано,
что обе альтернативные мРНК apoA-I, считывае-
мые с проксимального и дистального промоторов в
клетках HepG2, содержат полноразмерную откры-
тую рамку считывания (данные не представлены).
Следовательно, белковые продукты, транслируе-
мые с трех изоформ мРНК apoA-I, по-видимому,
идентичны. Недавно описана длинная некодиру-
ющая антисмысловая РНК, перекрывающаяся с
участком экзона 4 гена apoA-I и негативно регули-
рующая экспрессию трех генов кластера apoA-I –
apoA-I, apoC-III и apoA-IV [33]. Влияние этой
РНК на дифференциальную активность промо-
торов гена apoA-I еще предстоит оценить.

В настоящей работе охарактеризованы два но-
вых альтернативных промотора гена apoA-I чело-
века. Существование минимум трех промоторов в
5'-регуляторной области гена apoA-I человека
свидетельствует о сложной регуляции экспрессии
данного гена. Нами впервые описан механизм
конкуренции промоторов гена apoA-I и высказано
предположение о роли конкуренции в установле-
нии тканевой специфичности соответствующих
промоторов. Более того, обнаруженные нами ранее
различия во влиянии провоспалительного цитоки-
на TNFα на промоторы гена apoA-I [26] лучше все-
го объясняются именно в контексте ослабления
конкуренции промоторов под действием TNFα.
Полученные нами результаты позволяют предпо-
ложить, что альтернативные промоторы гена
apoA-I могут отвечать за его экспрессию в клет-
ках, отличных от гепатоцитов и энтероцитов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (№ 17-15-01326).
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THE CHARACTERIZATION OF DISTAL AND PROXIMAL ALTERNATIVE 
PROMOTERS FOR HUMAN apoA-I GENE
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Human apolipoprotein A-I (ApoA-I) is a major structural and functional protein component of high density
lipoprotein (HDL). About 75% of protein content of HDL is ApoA-I. The main sites of ApoA-I synthesis in
humans are liver and small intestine. Understanding of mechanisms for the tissue-specific transcription of
apoA-I gene in tissues and organs other than liver and small intestine is lacking. Human apoA-I gene has two
additional promoters. Here we study these two alternative promoters for human apoA-I gene, the proximal
and the distal. We have mapped their transcription start sites and demonstrated their competition for the tran-
scription of human apoA-I gene in cells and tissues other than hepatocytes and enterocytes.

Keywords: apolipoprotein A-I, alternative promoter, promoter competition, transcription start site, human
hepatoma cells HepG2
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