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USF1 ПОДАВЛЯЕТ ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ, КОДИРУЮЩИХ 
ФИБРИЛЛЯРНЫЙ КОЛЛАГЕН ТИПА I, II И III И pNP ADAMTS-3,

В КЛЕТКАХ ОСТЕОСАРКОМЫ1
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Коллаген – важный компонент соединительных тканей человека. На экспрессию генов коллагена
влияют различные факторы и цитокины, потенциально вовлеченные в развитие патологий, связан-
ных с коллагенами. Нами показано, что фактор транскрипции USF1 регулирует экспрессию генов,
кодирующих фибриллярные коллагены типа I, II и III, в остеобластах Saos-2 и MG-63. Эктопиче-
ская экспрессия гена USF1 человека приводит к снижению экспрессии генов коллагенов на уровне
мРНК и белка ADAMTS-3 – протеазы, ответственной за N-концевое расщепление предшественни-
ков коллагена типа I и II. Промотор гена ADAMTS-3 содержит потенциальные сайты связывания
USF1. Нами показано, что сверхэкспрессия USF1 приводит к снижению уровня мРНК и белка
ADAMTS-3. USF1 негативно регулирует активность промотора ADAMTS-3. Кроме того, с помощью
EMSA показано, что USF1 связывается с промоторной областью ADAMTS-3. Таким образом,
ADAMTS-3 и USF1 вносят вклад в регуляцию генов, кодирующих коллагены, при остеосаркоме.
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ВВЕДЕНИЕ
Коллагены – наиболее распространенные бел-

ки внеклеточного матрикса, необходимы для при-
крепления и миграции, пролиферации и диффе-
ренцировки клеток соединительной ткани [1, 2].
Коллагены I–III формируют фибриллы. Колла-
ген типа I – это основной коллаген костной тка-
ни, сухожилий, кожи, связок, роговицы и многих
интерстициальных соединительных тканей. Кол-
лаген типа II является характерным компонентом
гиалинового хряща. Коллаген типа III широко
представлен в тканях, содержащих коллаген I, за
исключением костной ткани. Коллаген типа III –
важный компонент ретикулярных волокон в ин-
терстициальной ткани легких, печени, дермы, се-
лезенки и сосудов, образует смешанные фибрил-
лы с коллагеном типа I, он локализуется также в
эластических тканях [3–7]. Поскольку паттерны
экспрессии генов, кодирующих коллаген, могут
изменяться при различных патологиях, важно по-
нять, как эти гены контролируются специфически-

ми регуляторными факторами. Например, обнару-
жение повышенной экспрессии гена Col1A2 при
остеосаркоме позволило использовать белковый
продукт этого гена в качестве диагностического
маркера. Коллагенолитические матриксные метал-
лопротеиназы (ММП) необходимы для инвазии
злокачественных клеток, включая клетки остеосар-
комы [8–18]. На созревание остеобластов способны
влиять и некоторые факторы транскрипции, взаи-
модействующие как с коллагеном, так и с генами-
супрессорами опухолевого роста, что связано с па-
тогенезом остеосаркомы. Влияние фактора тран-
скрипции USF1 на экспрессию генов коллагена
изучено не до конца. Показано, что связывание
USF1 с Е-боксом в 3'-фланкирующей области сти-
мулирует транскрипцию гена коллагена I [19].

Нами изучена регуляция генов коллагенов I–
III и процессирующей коллаген ММП ADAMTS-3
фактором транскрипции USF1. В моделях
остеосаркомы USF1 взаимодействует с Е-бок-
сом, он играет существенную роль в эмбрио-
нальном развитии, а также участвует в регуля-
ции дифференцировки хондроцитов [20, 21].1 Статья представлена авторами на английском языке.
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Нами показано, что белок USF1 негативно регу-
лирует экспрессию генов коллагенов I–III в
клетках Saos-2 и MG-63. Кроме того, мы изучали
USF1-зависимую регуляцию ADAMTS-3. Как
член семейства pNp, ADAMTS-3 в первую оче-
редь отвечает за N-концевое расщепление фиб-
риллярного проколлагена II, а также проколлаге-
на типа I. Ранее мы охарактеризовали промотор
гена ADAMTS-3 человека и идентифицировали
его SP1-зависимую транскрипционную регуля-
цию [22]. Поскольку промотор гена ADAMTS-3 со-
держит потенциальные Е-боксы, мы оценили влия-
ние USF1 на активность промотора ADAMTS-3. С
использованием репортерной системы на основе
гена люциферазы показано, что USF1 подавляет
активность промотора ADAMTS-3, что приводит
к снижению уровня как мРНК ADAMTS-3, так и
соответствующего белка. Методом EMSA показа-
но, что USF1 связывается с промотором ADAMTS-3.
Представленные данные свидетельствуют о том,
что фактор USF1 влияет на экспрессию ADAMTS-3
и, следовательно, способствует дерегуляции экс-
прессии генов коллагена при остеосаркоме.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культуры клеток и транзиентная трансфекция.
Клетки Saos-2 и MG-63 культивировали в моди-
фицированной Дульбекко среде Игла (DMEM,
“Gibco”, США), содержащей 10% эмбриональ-
ной сыворотки крупного рогатого скота (FCS,
“Gibco”) и 2 мМ L-глутамин (“Gibco”). Все клет-
ки культивировали при 37°C и 5% CO2 в инкубато-
ре. Генетические конструкции для изучения гена
ADAMTS-3, а именно, pMET_TS-3[–1340…+40],
pMET_TS-3[–879…+40], pMET_TS-3 [–576…+40]
и pMET_TS-3 [–131…+40] получены, как описа-
но ранее [22]. Плазмида, направляющая экспрес-
сию USF1, подарена. Dipak P. Ramji (Cardiff School
of Biosciences). Транзиентную трансфекцию гене-
тических конструкций, содержащих промотор
ADAMTS-3, проводили кальций-фосфатным
методом [23]. Плазмиду, кодирующую USF1,
трансфицировали одновременно с плазмидой, ко-
дирующей промотор гена ADAMTS-3 и репортер-
ный ген люциферазы (1 мкг). Плазмиду, направ-
ляющую экспрессию гена щелочной фосфатазы
человека (SEAP, “Promega”, США), также транс-
фицировали (0.5 мкг) в клетки для нормирования
эффективности трансфекции. Активность люци-
феразы и SEAP измеряли в надосадочных жидко-
стях, собранных через 48 и 72 ч после трансфекции,
с помощью набора Ready-To-Glow™ Secreted Lu-
ciferase Reporter Systems (“Clontech”, США) и
люминометра Fluoroskan Ascent FL в соответ-
ствии с протоколом. Нормированную актив-
ность различных фрагментов промоторов оце-
нивали по соотношению активностей люцифе-
разы светлячка и SEAP. Контрольную плазмиду

pMetLuc и репортерную плазмиду pMetLuc
(“Clontech”) добавляли в разные лунки для каж-
дого экспериментального повтора и использова-
ли в качестве положительного и отрицательного
контроля. Опыты по трансфекции повторяли не
менее 3 раз [23].

Выделение РНК и количественная ОТ-ПЦР.
Набор RNeasy Kit (“Thermo Scientific”, США) ис-
пользовали для выделения суммарной РНК из
осадков клеток, трансфицированных плазмидой,
направляющей экспрессию USF1 в соответствии
с протоколом. Для синтеза кДНК использовали
одинаковое количество РНК (1 мкг). кДНК син-
тезировали, как описано ранее [24]. кДНК (1 мкл)
добавляли к 5 мкл Light Cycler-FastStart DNA
Master SYBR Green I mix (“Roche”, Швейцария) в
качестве матрицы и 0.5 мкл каждой пары прайме-
ров (50 нг/мкл), указанных в табл. 1, в конечный
объем ПЦР-смеси 10 мкл. ОТ-ПЦР проводили с
использованием прибора Light Cycler 485 (“Roche
Diagnostics”, Швейцария) в следующих условиях:
начальная денатурация 95°С в течение 10 мин, за-
тем 35 циклов: 95°С, 15 с; 58°С, 15 с; 72°С, 10 с; и
финальная элонгация 72°С, 1 мин. Результаты
определяли в трех повторностях для каждого образ-
ца, значение Ct определяли автоматически. Отно-
сительные изменения экспрессии генов между
контрольной группой и группой со сверхэкспрес-
сией USF1 рассчитывали как 2–ΔΔCT, используя
среднее между экспрессией генов β2-микрогло-
булина (hβ-2) и рибосомного белка L13 (RPL13А)
человека в качестве внутреннего контроля [25].

Выделение белков и Вестерн-блотинг. Выделе-
ние белков буфером RIPA и Вестерн-блотинг об-
разцов из контрольных и сверхэкспрессирующих
USF1 клеток проводили в соответствии с ранее
описанными протоколами [26]. Концентрацию
белка определяли с использованием флуориметра
Quibit. Белок (50 мкг) вносили в SDS-полиакрил-
амидный гель. Мембраны инкубировали с пер-
вичными антителами: поликлональными к белку
ADAMTS-3 (3 мкг/мл) (“Abcam”, Великобрита-
ния, ab45037), поликлональными к коллагену ти-
па II (Col2A1, 2.5 мкг/мл) (“Santa Cruz Biotech”,
sc7764) при 4°С в течение ночи или моноклональ-
ными к β-актину (“Santa Cruz Biotech”, США,
sc81178) при комнатной температуре в течение 1 ч.
Мембраны промывали и инкубировали со вто-
ричными антителами, конъюгированными с пе-
роксидазой хрена (комнатная температура, 1 ч).
Мембраны проявляли с помощью ECL (“Thermo
Scientific”) и детектировали с использованием
Fusion FX Vilber Lourmat. Количественный ана-
лиз проводили с помощью программного обеспе-
чения ImageJ [27].

Анализ сдвига электрофоретической подвижно-
сти. 3′-Концы синтетических олигонуклеотидных
зондов, специфичных к участкам (–641…–647) и
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(–973…–937) промотора ADAMTS-3, биотинили-
ровали Biotin-11-UTP и терминальной дезокси-
нуклеотидилтрансферазой (TdT) с использовани-
ем набора Biotin 3′-End Labeling Kit (“Thermo Sci-
entific”), затем их отжигали с комплементарными
им цепями при 95°C в течение 5 мин в dH2O. Ана-
лиз подвижности проводили с использованием
хемилюминесцентного набора LightShift EMSA
Kit (“Thermo Scientific”) в соответствии с протоко-
лом фирмы. В реакционную смесь объемом 20 мкл
добавляли 4 мкг ядерного экстракта, 10% связую-
щего буфера (340 мМ KCl, 50 мМ MgCl2, 1 мМ ди-
тиотреитола, 0.1 мМ EDТА, 40 мМ KCl) и 0.05 мкг/мл
рoly(dIdc) и инкубировали на льду в течение
10 мин. Затем в реакционную смесь добавляли
20 пмоль биотинилированных двухцепочечных
олигонуклеотидов и инкубировали в течение
30 мин при комнатной температуре. Конкурент-
ный анализ EMSA проводили в тех же условиях,
добавляя 10000-кратное количество тех же неме-
ченых двухцепочечных нуклеотидов или немече-
ных консенсусных USF1-олигонуклеотидов для
изучения функционального связывания USF1
(табл. 1). Цельные клеточные экстракты получа-
ли из контрольных клеток и клеток Saos-2, сверх-
экспрессирующих USF1, как описано ранее [24].
Электрофорез проводили в 6%-ном нативном по-
лиакриламидном геле. Для переноса комплексов
на нейлоновую мембрану использовали систему
полусухого переноса. Мембрану подвергали УФ-
облучению в течение 15 мин для сшивания. Сиг-
налы биотина регистрировали с помощью хеми-

люминесцентного модуля для обнаружения нук-
леиновых кислот Chemiluminescent Nucleic Acid
Detection Module (“Thermofisher Scientific”) в со-
ответствии с инструкциями производителя.

Анализ нуклеотидных последовательностей in silico.
Предполагаемые сайты связывания факторов
транскрипции в промоторной области гена
ADAMTS-3 предсказаны с помощью MatInspec-
tor (программное обеспечение Genomatix) с поро-
гом 0.9 [28, 29].

Статистический анализ. Стандартные отклоне-
ния значений p рассчитывали с помощью про-
граммного обеспечения Mini Tab 14. Статистиче-
скую значимость оценивали с использованием
однофакторного метода ANOVA.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
USF1 снижает экспрессию генов коллагена 

человека (типа I, II и III) в клетках остеосаркомы
Известно, что ADAMTS-3 участвует в N-кон-

цевом процессинге проколлагена (главным обра-
зом коллагена типа II), поэтому мы определили
уровни экспрессии генов коллагена типа I–III в
перевиваемых остеобластах MG-63 и Saos-2. Ко-
личество мРНК оценивали методом ПЦР с ис-
пользованием специфических пар праймеров
(табл. 1). Показано, что как в клетках MG-63, так
и Saos-2 преобладал коллаген типа I. В этих клет-
ках обнаружены также коллагены типа III и II
(рис. 1а, б). Эти клетки также различаются по
уровню экспрессии эндогенного USF1 (рис. 1в).

Таблица 1. Последовательности праймеров, использованных в количественной ОТ-ПЦР и EMSA
Праймер Нуклеотидная последовательность

ADAMTS-3 F человека 5′-TCAGTGGGAGGTCCAAATGCA-3′
ADAMTS-3 R человека 5′-GCAAAGAAGGAAGCAGCAGCC-3′
COL1A1 F человека 5′-CTAGACATGTTCAGCTTTGTGGACCT-3′
COL1A1 R человека 5′-GTTGTCGCAGACGCAGATCCG-3′
COL2A1 F человека 5′-TCGGAGAGTGCTGCCCCATCT-3′
COL2A1 R человека 5′-GGCAGCAAAGTTTCCACCAAGA-3′
COL3A1 F человека 5′-AGCTGGCTACTTCTCGCTCTGCT-3′
COL3A1 R человека 5′-GTTCTGAGGACCAGTAGGGCATGA-3′
USF F человека 5′-ACGTCTTCCGAACTGAGAATGG-3′
USF R человека 5′-GGTGAAAGCTCCCTGGATCA-3′
β-2-Микроглобулин F человека 5′-TTTCTGGCCTGGAGGCTATC-3′
β-2-Микроглобулин R человека 5′-CATGTCTCCATCCCACTTAACT-3′
RPL13A F 5′-CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA-3′
RPL13A R 5′-TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA-3′

[–641…–607] проба 5'-CATGATGTGGGCGCCACGGCGGGAGGGGCAGTCCG-3′
5'-CGGACTGCCCCCTCCCGCCGTGGCGCCCACGTCATG-3'

[–973…–937] проба 5′-GACTGGTGCCTGGAAGGGAGATCACCGCGTGGTTAAG-3′
5-′CTTAACCACGCGGTGATCTCCCTTCCAGGCACCAGTC-3′
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Чтобы оценить влияние белка USF1 на экспрес-
сию этих типов коллагена, плазмиду, направляю-
щую экспрессию hUSF1, трансфицировали в
клетки MG-63 и Saos-2. Сверхэкспрессия USF1
подтверждена методом количественной ОТ-ПЦР
с использованием специфических праймеров к
USF1 (табл. 1) (рис. 1г, ж). Cверхэкспрессия USF1 в
клетках MG-63 приводит к снижению экспрес-
сии генов всех типов коллагена на уровне мРНК
(рис. 1д). Экспрессия гена коллагена типа II сни-
жается в 0.02 раза, III – в 0.2 и I – в 0.6 раза на
уровне мРНК (рис. 1д). Эффект снижения уровня
коллагена типа II выявлен при проведении ве-
стерн-блот-анализа (рис. 1е). Влияние USF1 на
коллаген этих типов изучено также на другой мо-
дели остеобластных клеток, Saos-2, чтобы лучше
понять регуляцию экспрессии коллагена с помо-
щью USF1 в клетках остеосаркомы. Сверхэкс-
прессия гена USF1 приводит к аналогичному сни-
жению уровня мРНК всех типов коллагена стати-
стически значимым образом (мРНК коллагенов I,
II и III в 0.3, 0.4 и 0.3 раза соответственно). В клет-
ках Saos-2 снижение уровня мРНК генов коллаге-
на I и III было более выраженном, чем в MG-63
(рис. 1з).

USF1 подавляет экспрессию гена ADAMTS-3
в двух различных моделях остеосаркомы

Чтобы оценить, регулирует ли белок USF1 экс-
прессию гена ADAMTS-3, методом количественной
ОТ-ПЦР определили уровень мРНК ADAMTS-3 в
образцах клеток MG-63, сверхэкспрессирующих
USF1, и в контрольных образцах. Сверхэкспрес-
сия USF1 привела к значительному снижению
уровня мРНК ADAMTS-3 – в 0.4 раза по сравне-
нию с контрольной группой (рис. 2а). Хотя USF1
значительно подавляет экспрессию мРНК гена
ADAMTS-3, неизвестно, может ли USF1 снижать
уровень кодируемого им белка. Уровень белка
ADAMTS-3 детектировали также методом ве-
стерн-блотинга в образцах клеток, сверхэкспрес-
сирующих USF1 или контрольных. мРНК USF1
снижала уровень белка ADAMTS-3 в 0.56 раза
(p ≤ 0.005, рис. 2б).

Снижение уровня мРНК и белка ADAMTS-3 в
ответ на сверхэкспрессию USF1 было более выра-
женным в другой линии клеток остеосаркомы –
Saos-2. В результате показали, что USF1 спосо-
бен снижать уровень мРНК ADAMTS-3 (в 0.24 ра-
за) и белка (в 0.2 раза) по сравнению с контролем
(рис. 2в, г).

USF1 негативно регулирует активность 
промотора ADAMTS-3 в клетках Saos-2 и MG-63

USF – это транскрипционный фактор с моти-
вом спираль-петля-спираль, который взаимодей-
ствует с последовательностями E-бокса в геноме

[30]. Последовательности E-бокса выявлены в по-
ложениях –1315…–1331, –1051…–1068, –933…–950,
и –614…–642 в области промотора гена ADAMTS-3.
Чтобы понять, влияет ли USF1 на активность
промотора ADAMTS-3, плазмиду, направляющую
экспрессию USF1, котрансфицировали с четырь-
мя разными неполными фрагментами промотора
ADAMTS-3, сконструированными ранее, а именно
pMET_TS3[–131…+40], pMET_TS3[–576…+40],
pMET_TS3[–879…+40] и pMET_TS3[–1340…+40],
и определили люциферазную активность [24].
Как показано на рис. 3а, сверхэкспрессия USF1
незначительно снижает относительную актив-
ность люциферазы pMET_TS3[–131…+40] и
pMET_TS3[–576…+40], которая не содержит мо-
тива связывания USF1. Статистически значимым
было снижение относительной люциферазной ак-
тивности при исследовании промоторных кон-
струкций pMET_TS3[–879…+40] и pMET_TS3[–
‒1340…+40], содержащих E-бокс, в клетках
MG-63. Поскольку активность USF1 различалась
в разных клетках, определили влияние этого фак-
тора на активность промотора ADAMTS-3 и в дру-
гих клетках остеосаркомы – Saos-2 [31]. В соот-
ветствии с данными, полученными на клетках
MG-63, USF1 подавлял активность всех генети-
ческих вариантов промотора ADAMTS-3. Репрес-
сия была статистически значимой в случае кон-
струкции pMET_TS3[–1340…+40].

USF1 функционально связывает мотивы E-бокса
в промоторной области ADAMTS-3

Взаимодействие между белком USF1 и промото-
ром гена ADAMTS-3 изучали с помощью EMSA-
анализа с использованием ядерных экстрактов
клеток Saos-2 и биотин-меченых олигонуклеотид-
ных зондов, а именно, консенсусного USF1-зонда,
зонда 1 [–131…–103], зонда 2 [–641…–607] и зон-
да 3 [–973…–937]. Когда биотинилированный кон-
сенсусный зонд USF1 инкубировали с ядерным
экстрактом Saos-2, в геле обнаруживали один ком-
плекс (рис. 3б, дорожка 2). Специфичность после-
довательности ДНК-белкового комплекса прове-
ряли, добавляя немеченый зонд USF1, в реакции
связывания. Немеченый олигонуклеотид умень-
шал образование комплекса (данные не показа-
ны). Образование комплекса было сильнее, когда
ядерный экстракт клеток, сверхэкспрессирую-
щих USF1, инкубировали с биотинилированным
зондом USF1, что свидетельствует о взаимодей-
ствии между USF1 и промотором ADAMTS-3
(рис. 3б, дорожка 3). Более прямые доказатель-
ства взаимодействия USF1 с последовательностя-
ми E-бокса в ядерных экстрактах клеток Saos-2
получали с помощью EMSA с использованием
зондов [–641…–607] и [–973…–937]. В геле обна-
ружен один комплекс (рис. 3г, дорожки 5 и 8).
Повышенная интенсивность образования ком-
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плексов в образцах, полученных из клеток, сверх-
экспрессирующих USF1, указывает на специфи-
ческое взаимодействие между белком USF1 и
промотором ADAMTS-3 (рис. 3г, дорожки 6 и 9).

По данным биоинформатического анализа по-
следовательность E-бокса не обнаружена в обла-
сти [–131…–103] промотора ADAMTS-3. Однако
при использовании зонда [–131…–103] и ядер-
ного экстракта Saos-2 в экспериментах EMSA
получены три различных комплекса (рис. 3в, до-
рожка 2). Добавление немеченого зонда [–131…–103]
препятствовало образованию комплексов 1 и 2,
что указывает на специфическое связывание это-

го зонда с промотором ADAMTS-3 (рис. 3в, до-
рожка 3). Конкурентное связывание консенсус-
ного зонда USF1 с зондом [–131…–103] также
исключало образование комплексов 1 и 2. Эти
результаты указывают на функциональное свя-
зывание белка USF1 с областью –131…–103 про-
мотора ADAMTS-3.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Многообразие коллагенов и важность их

функций послужила причиной проведения мно-
гочисленных исследований, направленных на

Рис. 1. а, б – Уровни экспрессии мРНК генов коллагенов I, II и III в клетках MG-63 и Saos-2. в – Уровни эндогенной
экспрессии мРНК гена USF1 в клетках Saos-2 и MG-63. г – Подтверждение эктопической экспрессии USF на уровне
мРНК в клетках MG-63 через 48 ч после трансфекции. д – Уровни мРНК коллагена I, II и III в клетках MG-63, сверх-
экпрессирующих USF1. е – Уровень коллагена типа II в клетках MG-63, сверхэкпрессирующих USF1. ж – Подтвер-
ждение эктопической экспрессии USF на уровне мРНК в клетках Saos-2 через 48 ч после трансфекции. з – Уровни
мРНК коллагена типа I, II и III в клетках Saos-2, сверхэкпрессирующих USF1. Звездочка – статистически значимые
различия между группами (*p ≤ 0.05).
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изучение регуляторных элементов генов колла-
генов, чтобы лучше понять молекулярные меха-
низмы, контролирующие экспрессию этих генов
в норме и при патологии. Регуляция транскрип-
ционной активности генов коллагенов во многом
зависит от типа клеток и других регуляторных
факторов. Например, SOX9 действует как энхан-
сер экспрессии коллагена типа II [32]. Обнаруже-
но, что ELF3 модулирует транскрипцию гена
коллагена типа II в хондроцитах [33]. Показано
также, что YY1 может действовать как положи-
тельный регулятор транскрипции гена коллагена
типа I [34]. В свою очередь, опосредованную
USF1 регуляцию генов коллагена (I, II и III) ранее
не изучали. Нами изучено влияние USF1 на тран-
скрипцию гена коллагена типа II, основного суб-
страта ADAMTS-3, а также коллагенов I и III в
моделях остеосаркомы. Помимо своей основной
функции – N-концевого процессинга коллагена
типа II, ADAMTS-3 способствует созреванию
коллагенов типа I [35]. Согласно исследованиям,
проведенным нами на клетках MG-63 и Saos-2,
уровни экспрессии мРНК коллагенов типа I, II и

III в этих линиях различаются, причем относи-
тельное содержание типов коллагена в этих клет-
ках коррелирует с данными, полученными ранее
[36, 37]. В обоих типах клеток сверхэкспрессия
USF1 приводила к статистически значимому сни-
жению уровней мРНК коллагенов типа I, II, III.
Сверхэкспрессия USF1 приводила также к сниже-
нию уровня коллагена типа II, что подтверждает
результат количественного определения мРНК в
клетках MG-63. Влияние белка USF1 на экспрес-
сию мРНК генов коллагена типа II и III в клетках
MG-63 было сильнее выражено, чем в клетках
Saos-2. С другой стороны, сверхэкспрессия USF1
в клетках Saos-2 приводила к сильному сниже-
нию уровня мРНК коллагена типа I.

Во-вторых, мы сосредоточились на опосре-
дованной USF1 транскрипционной регуляции
ADAMTS-3, вовлеченного в N-концевой процес-
синг проколлагенов I и II, а также на участии
E-бокса в промоторной области ADAMTS-3. Из-
вестно, что USF1 функционирует, взаимодействуя
с мотивами E-бокса в геномных последовательно-
стях. Итак, мы подумали, что USF1, вероятно, ре-

Рис. 2. а, б – Экспрессия гена ADAMTS-3 на уровне мРНК и белка в клетках MG-63, сверхэкспрессирующих USF1. в,
г – Экспрессия гена ADAMTS-3 на уровне мРНК и белка в клетках Saos-2, сверхэспрессирующих USF1. Звездочка –
статистически значимые различия между группами (*р ≤ 0.05).

м
РН

К
 A

D
A

M
T

S-
3,

 о
тн

. у
р.

*

O.E U
SF

Saos-2
 (C

)

1.5

1.0

0.5

в

0

Б
ел

ок
 A

D
A

M
T

S-
3,

 о
тн

. у
р.

*

Saos-2 (C)

130 кДа

43 кДа

ADAMTS-3

β-Aктин

+USF

1.5

1.0

0.5

г

0

м
РН

К
 A

D
A

M
T

S-
3,

 о
тн

. у
р.

*

O.E U
SF

MG-63 (C
)

1.5

1.0

0.5

а

0 Б
ел

ок
 A

D
A

M
T

S-
3,

 о
тн

. у
р.

*

MG-63 (C)

130 кДа

43 кДа

ADAMTS-3

β-Aктин

+USF

1.5

1.0

0.5

б

0



640

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 4  2021

ALPER и др.

гулирует транскрипцию ADAMTS-3. Нами уста-
новлено, что в результате сверхэкспрессии USF1 в
клетках MG-63 уровни экспрессии мРНК и белка
ADAMTS-3 снизились в 0.6 раза. USF1 также
уменьшил экспрессию мРНК и белка ADAMTS-3
в 0.2 раза в других клетках той же природы – Saos-2.
Кроме того, мы показали, что котрансфекция бел-
ка USF1 снижает активность промотора ADAMTS-3.
USF1 снижал максимальную активность промо-
тора ADAMTS-3 pMET_TS3 [–1340…+40] и
pMET_TS3 [–879…+40], включающего мотивы
E-бокс, в клетках Saos-2. Хотя USF1 экспрессиру-
ется в клетках всех типов, однако уровень экс-
прессии зависит от типа клеток. Различия в уров-
нях экспрессии USF1, его транскрипционных ко-
факторов или других ДНК-связывающих белков
могут приводить к изменению транскрипцион-
ной активности. Чтобы объяснить это, эффект бел-

ка USF1 был изучен на другой модели остеосарко-
мы – клетках MG-63. Как и в клетках Saos-2, USF1
подавлял активность промотора ADAMTS-3 и в
клетках MG-63. Наконец, функциональное свя-
зывание белка USF1 с промотором ADAMTS-3 по-
казано методом EMSA. Помимо консенсусного
зонда USF1, зонды с последовательностью E-бокса,
покрывающие области [–973…–937] и [–641…–607],
формировали комплексы в геле. Кроме того, об-
разование этих комплексов усиливалось при ис-
пользовании клеточных экстрактов, сверхэкс-
прессирующих USF1. Хотя зонд, покрывающий
область [–131…–103], не содержит последова-
тельности E-бокса, методом EMSA подтверждено
функциональное связывание USF1 с этой обла-
стью, вероятно, из-за функциональных взаимо-
действий между USF1 и другими регуляторными
элементами. Таким образом, нами показано, что

Рис. 3. а – Относительная люциферазная активность промоторных репортерных конструкций ADAMTS-3 в клетках
MG-63 и Saos-2, сверхэкспрессирующих USF. Схематическое изображение репортерных конструкций, использован-
ных для транзиентной трансфекции (слева). Последовательности E-бокса показаны треугольниками. б, в, г – in vitro
анализ связывания USF1 с промотором ADAMTS-3 методом EMSA. Звездочка – статистически значимое различие
между группами (*p ≤ 0.05).
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USF1 способен регулировать на уровне тран-
скрипции синтез коллагенов типа I, II и III при
остеосаркоме. USF1 связывает мотивы E-бокса в
промоторе гена ADAMTS-3 и отрицательно регу-
лирует этот ген, влияя тем самым на N-концевой
процессинг проколлагенов типа II и I. Эти резуль-
таты способствуют пониманию регуляции генов
коллагена и ADAMTS-3 в клетках остеосаркомы.

Клетки Saos-2 и экспрессионная плазмида
USF1 любезно предоставлены Kenneth Wann и
Dipak P. RAMJI (Cardiff, School of Biosciences,
Cardiff UK) соответственно. Клетки MG-63 лю-
безно предоставлены Berivan ÇEÇEN (Dokuzeylül
University, Izmir, TURKEY).
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USF1 SUPPRESSES EXPRESSION OF FIBRILLAR TYPE I, II, AND III 
COLLAGEN AND pNP ADAMTS-3 IN OSTEOSARCOMA CELLS
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Collagens are the main components of human tissues. Various regulatory factors and cytokines may influence
expression levels for collagen-encoding genes, and, therefore, contrubite to some collagen-associated pathol-
ogies. In this study, we demonstrate regulatory effects of USF1 on expression of genes encoding fibrillar col-
lagen types I, II, and III. In osteoblastic Saos-2 and MG-63 cells. An ectopic expression of the human USF1
led to a decrease in both mRNA and protein expression levels of the collagen-encoding genes mentioned
above. ADAMTS-3 is a proteinase primarily responsible for the amino-terminal cleavage of type I and type
II collagen precursors. The ADAMTS-3 promoter region contains potential binding sites for USF1. Here we
show that an overexpression of USF1 lead to a decrease in ADAMTS-3 mRNA and protein expression levels.
In co-transfection studies, USF1 negatively regulated ADAMTS-3 promoter activity. Further, in EMSA studies,
we showed that USF1 binds to the ADAMTS-3 promoter region. In conclusion, it seems that ADAMTS-3 and
USF1 contribute to the regulation of collagen encoding genes in osteosarcoma.

Keywords: ADAMTS-3, collagen, USF1, osteosarcoma, transcriptional regulation
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