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POU2F1(Oct-1) РАЗНОНАПРАВЛЕННО УЧАСТВУЕТ В АУТОРЕГУЛЯЦИИ 
АЛЬТЕРНАТИВНЫХ ПРОМОТОРОВ ЗА СЧЕТ СВЯЗЫВАНИЯ
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Ген POU2F1, играющий важную роль в регуляции генома и развитии млекопитающих, имеет как
убиквитарный, так и тканеспецифический промоторы и отличается сложной регуляцией. Нами
идентифицированы участки гена POU2F1, содержащие множественные сайты связывания кодиру-
емого им фактора транскрипции Oct-1. Межвидовая гомология в этих участках геномов человека,
мыши, крысы, свиньи и собаки составляет более 90%, причем выявлена полная идентичность почти
всех сайтов связывания белка Oct-1. Часть этих сайтов находится вблизи каждого из двух альтерна-
тивных промоторов гена POU2F1, тогда как другие обнаружены в 5'-некодирующей области гена на
расстоянии 6 тыс.п.о. до старта транскрипции. Методами иммунопреципитации хроматина (ChIP)
и задержки подвижности в геле комплека ДНК-белок (EMSA) выявлено присутствие Oct-1 на этих
сайтах. Подавление экспрессии Oct-1 в клетках Namalwa с использованием технологии РНК-ин-
терференции приводило к активации убиквитарного промотора U и ингибированию транскрипции
с тканеспецифического промотора L, тогда как избыточная экспрессия Oct-1 давала обратный ре-
зультат. Таким образом, выявлено, что в естественном контексте на убиквитарном промоторе U ге-
на POU2F1 через низкоаффинные сайты связывания Oct-1, при повышении его концентрации в
клетке, действует отрицательная обратная связь и одновременно на тканеспецифическом промото-
ре L через высокоаффинные канонические Oct-1-связывающие сайты (oct-сайты) действует поло-
жительная обратная связь.
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Oct-1 – один из важнейших регуляторных бел-
ков человека и других позвоночных, кодируемый
геном POU2F1. Убиквитарный транскрипцион-
ный фактор Oct-1 и его тканеспецифические изо-
формы вовлечены в регуляцию основных клеточ-
ных процессов, таких как апоптоз, деление клеток,
поддержание гомеостаза, ответ на стресс, синтез
интерлейкинов и других медиаторов [1].

Количество белка Oct-1 в клетке критично для
нормального клеточного роста и дифференци-
ровки. Существенное повышение уровня экс-
прессии Oct-1 в норме наблюдается в эмбриоге-
незе [2], а у взрослых организмов высокий уро-
вень экспрессии Oct-1 обнаружен в стволовых
клетках [3]. Опухолевые стволовые клетки также
характеризуются высоким содержанием Oct-1.
Высокий уровень экспрессии Oct-1 в опухоли
считается крайне неблагоприятным диагностиче-
ским признаком и коррелирует с высокой смерт-

ностью пациентов [4, 5]. Белок Oct-1 относится к
проонкогенным факторам и имеет потенциаль-
ное прогностическое и терапевтическое значе-
ние. Анализ профилей экспрессии генов в опухо-
левых клетках показывает значительное увеличе-
ние экспрессии гена POU2F1 при раке желудка
[4], колоректальном раке [5], инфильтрационном
и поверхностном раке мочевого пузыря [6], раке
молочной железы [7], глиобластоме, лимфоме
Ходжкина, лимфоме тимуса и при меланоме [3].
Xiao и др. [8] показали, что при раке шейки матки
концентрация Oct-1 в опухолевых клетках увели-
чивается почти в 6 раз по сравнению с нормальны-
ми клетками. Повышенные уровни мРНК Oct-1
обнаружены в опухолевых клетках плоскоклеточ-
ного рака головы и шеи по сравнению с нормаль-
ными кератиноцитами [9].

Транскрипция гена POU2F1 регулируется дву-
мя отдельными промоторами: U и L [10]. С про-
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мотора U экспрессируется убиквитарная изофор-
ма Oct-1A, тогда как с промотора L – тканеспеци-
фическая изоформа Oct-1L. Эти белки имеют
различные N-концевые аминокислотные последо-
вательности, что наводит на мысль о сложной си-
стеме регуляции экспрессии и функционирования
белка Oct-1 [11, 12]. Индивидуальные функции суб-
форм Oct-1 в клетке различаются [13]. Субформы
Oct-1 могут играть особую роль в процессах, обес-
печивающих дифференцировку и/или малигниза-
цию клеток [13, 14]. Ранее нами сообщалось о тка-
неспецифической регуляции транскрипции от-
дельных субформ Oct-1 [12].

Актуален вопрос о механизмах избирательной
активации альтернативных промоторов и регуля-
ции экспрессии субформ фактора транскрипции
Oct-1 в различных популяциях нормальных и
опухолевых клеток человека. Трудность решения
этой задачи определяется тем, что генный локус
POU2F1 имеет сложное строение ‒ с гетероген-
ным 5'-концом. Убиквитарный промотор U рас-
положен в 5'-области гена POU2F1, тогда как тка-
неспецифический промотор L ‒ в середине гена,
на расстоянии 100 тыс.п.о. ниже промотора U. Ме-
ханизмы активации или репрессии транскрипции с
этих промоторов пока не изучены.

Нами показано существование высокоаффин-
ных и низкоаффинных сайтов связывания для
Oct-1 в регуляторных областях гена POU2F1, из
чего можно сделать вывод о возможной ауторегу-
ляции этого гена.

Ауторегуляция ‒ важный механизм поддержа-
ния необходимого уровня транскрипции жизнен-
но важных для клетки генов [15]. Ауторегуляция
необходима для того, чтобы ограничить колеба-
ния в числе копий данного белка в клетке, а утра-
та этого механизма для некоторых генов в опухо-
лях человека способствует онкогенезу [16]. Ранее
нами показано [12], что в некоторых опухолевых
линиях клеток активируется транскрипция тка-
неспецифической изоформы Oct-1L, которую в
норме в клетках такого же тканевого происхожде-
ния не регистрируют. Из этого следует, что акти-
вация промотора L может коррелировать со зло-
качественным перерождением клеток.

Теперь нами показано, что опухолевым лини-
ям клеток Namalwa и HeLa присущ сложный ме-
ханизм ауторегуляции гена POU2F1; при этом
ауторегуляция может быть как положительной,
так и отрицательной ‒ в зависимости от промото-
ра, с которого реализуется транскрипция. Обнару-
жены эволюционно консервативные последова-
тельности в 5'-некодирующей области и в областях
двух альтернативных промоторов гена POU2F1, ко-
торые содержат множественные сайты связывания
белка Oct-1. Нокдаун POU2F1 в клетках Namalwa
приводит к активации убиквитарного промотора U

и подавлению транскрипции с тканеспецифиче-
ского промотора L, в то время как сверхэкспрес-
сия ‒ к обратному результату. Таким образом, в
опухолевых линиях клеток ауторегуляция убикви-
тарного промотора гена POU2F1 происходит по
принципу отрицательной обратной связи, а ткане-
специфического промотора по принципу положи-
тельной обратной связи.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии. В работе использованы сле-
дующие опухолевые линии клеток человека:
Namalwa (лимфома Беркитта) и HeLa ‒ из Кол-
лекции клеточных культур Института цитологии
РАН (Санкт-Петербург, Россия). Клетки культи-
вировали в полной среде DMEM (“GIBCO, Ther-
mo Fisher Scietific”, США), содержащей 10% эм-
бриональной сыворотки крупного рогатого скота
(FBS; “HyClone”, США), 100 ед/мл пеницилли-
на, 100 мкг/мл стрептомицина.

Нокдаун и сверхэкспрессия гена POU2F1. Для
нокдауна гена POU2F1 использовали технологию
РНК-интерференции. На основе лентивирусного
вектора pGPV.ma4 были созданы конструкции
для синтеза коротких РНК со шпилечной струк-
турой (shРНК): scrambled (scr) (контрольная) и
anti-POU2F1 (shРНК для нокдауна тотальной
мРНК всех изоформ Oct-1) (“Евроген”, Россия), ‒
которыми трансфицировали клетки HEK-293 и
получали соответствующие лентивирусные сто-
ки. Клетки Namalwa (106 клеток) трансдуцирова-
ли полученными лентивирусными частицами.
После селекции, проведенной пуромицином, по-
лучили линии клеток Namalwa со стабильным
нокдауном гена POU2F1 и контрольную линию
клеток Namalwa (scrambled).

Для РНК-интерференции использована shРНК
к мРНК Oct-1 (анти-POU2F1): 5'-GATCCGC-
CAAGACCTTCAAACAAATTCAAGAGATTTGTTT-
GAAGGTCTTGGCT-TTTTTG-3' ‒ и shРНК-scr
(нуклеотидная последовательность, не имеющая
гомологии с РНК человека) в качестве отрица-
тельного контроля: 5'-GATCCGCAAAAAT-
TCTCCGAACGTGT-TCAAGAGACACGTTCG-
GAGAATTTTTGT-TTT-TTG-3'.

Конструкции pL-Oct-1A-3FLAG, pL-Oct-1L-
3FLAG, pL-Oct-1X-3FLAG были созданы путем
встраивания копии кодирующих последовательно-
стей Oct-1 человека в вектор pLenti6/V5-D-TOPO
(“Invitrogen”, США) [13]. Для стабильной транс-
дукция клеток использовали систему лентиви-
русной экспрессии ViraPower (“Invitrogen”) со-
гласно протоколу производителя. Для селекции и
поддержания стабильной трансформации ис-
пользовали бластицидин.
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ПАНКРАТОВА и др.

Уровень экспрессии POU2F1 и Oct-1 измеряли
с использованием количественной ПЦР и имму-
ноблотинга. В работе использованы поликло-
нальные кроличьи антитела к белку Oct-1, полу-
ченные ранее в нашей лаборатории [13], кроли-
чьи поликлональные антитела против Oct-1
(Ab66132; “Abcam”, Великобритания), мышиные
моноклональные анти-FLAG-антитела (F9291;
“Sigma-Aldrich”, США), мышиные моноклональ-
ные антитела против Lamin B1 (sc-377000; “Santa
Cruse Boitechnology”, США), кроличьи поликло-
нальные антитела против фосфо-РНК-полиме-
разы II (Phospho RNA PolII (S5); Ab240740; “Ab-
cam”) и кроличьи поликлональные антитела про-
тив β-актина (Ab6276; “Abcam”).

Выделение РНК, обратная транскрипция и ПЦР
в реальном времени (количественная ОТ-ПЦР).
Для очистки РНК из клеточных линий использо-
вали TRIzol Reagent (“Ambion”, США). Обратную
транскрипцию проводили с помощью набора
Maxima First Strand DNA Synthesis (“Thermo Fisher
Scientific”, США), для количественной ОТ-ПЦР
использовали набор qPCRmix-HS-SYBR (“Евро-
ген”). Условия реакции амплификации для коли-
чественной ПЦР: 2 мин при 95°С и 45 циклов:
30 с при 95°С, 30 с при 60°С, 30 с при 72°С. Для
проведения ПЦР на кДНК полноразмерного
транскрипта гена POU2F1 использовали ДНК-
полимеразу DyNAzyme EXT и буфер, рекомен-
дованный производителем (“Thermo Fisher Sci-
entific”). Условия реакции амплификации: 4 мин
при 95°С, затем 28 циклов: 30 с при 95°С, 1 мин
при 62°С, 2 мин 30 с при 72°С. Для определения
уровня мРНК Oct-1 использовали следуюшие
праймеры:

Oct-1A-F:  5'-TATTCAAAATGGCGGACGGA-3';
Oct-1L-F: 5'-CCACCCCAAACTGCTACCTGT-3';
Oct-1X-F: 5'-CAGCACGATTTGTTGGATGTG-3';
Oct-1-R: 5'-GTTTCTGACGGATTGTTCATTC-3'.
Уровни мРНК Oct-1 нормализовали к уровню

мРНК глюкоронидазы (GUSB), для чего исполь-
зовали следуюшие праймеры:

GUS-F: 5'-CGTGGTTGGAGAGCTCATTTG-
GA-3' и GUS-R: 5'-ATTTCCCCAGCACTCTC-
CGTCGGT-3'.

Иммунопреципитация хроматина (ChIP). В од-
ной реакции иммунопреципитации использова-
ли хроматин, выделенный из 3 × 106 клеток
Namalwa или HeLa. “Сшивку” проводили, добав-
ляя к клеткам, ресуспендированным в PBS, фор-
мальдегид до концентрации 0.8% с последующей
инкубацией в течение 10 мин при комнатной тем-
пературе. Реакцию останавливали добавлением
буфера 2.5 М глицин-HCl (рН 6.0) до концентра-
ции 0.125 М (1/20 от общего объема). После от-
мывки тремя объемами холодного раствора PBS

хроматин ресуспендировали в буфере, содержа-
щем 50 мМ HEPES-KOH (pH 7.9), 140 мМ NaCl,
1 мМ EDТА, 1% тритона X-100, 0.1% дезоксихола-
та натрия, 0.1% SDS, коктейль протеаз (“Roche”,
Швейцария), “дробили” ультразвуком до фраг-
ментов размером ~500 нуклеотидов и центрифу-
гировали дважды при 16000 × g в течение 20 мин,
отбирали супернатант (растворимую фракцию
хроматина), фасовали и замораживали в жидком
азоте.

Хроматин (100 мкг в пересчете на ДНК) пред-
варительно инкубировали с 10 мкг IgG неиммуни-
зированного кролика в течение 2 ч при 4°С, вноси-
ли 20 мкг Protein-A-сефарозы (“Sigma-Aldrich”) и
инкубировали еще 1 ч при перемешивании. Не-
специфические комплексы, связанные с Protein-
A-сефарозой, осаждали (2000 × g, 2 мин, 4°С). Су-
пернатант использовали для иммунопреципита-
ции хроматина.

Стандартная реакционная смесь для иммуно-
преципитации хроматина содержала 100 мкг хро-
матина, 10 мкг антител к Oct-1, а также 1 мг/мл
ДНК спермы лосося и 1 мг/мл BSA. Иммунопре-
ципитацию проводили при 4°С в течение ночи,
затем добавляли 15 мкл Protein-A-сефарозы и ин-
кубировали 2 ч при 4°С на ротаторе. После цен-
трифугирования при (2000 × g, 2 мин, 4°С) супер-
натант удаляли и промывали сефарозу последова-
тельно следующими буферами: RIPA с 0.5 М
NaCl, LiCl-буфером (20 мМ Трис-HCl, pH 8.0,
1 мМ EDТА, 250 мМ LiCl, 0.5% дезоксихолат на-
трия) и дважды ТЕ (10 мМ Трис-HCl, pH 8.0,
1 мМ EDTA). Элюцию связавшихся с Protein-A-
сефарозой ДНК-белковых комплексов проводили
в буфере TSE (20 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 1% SDS,
1 мМ EDТА) в течение 20 мин при покачивании
при комнатной температуре. Сефарозу осаждали
центрифугированием при 2000 × g в течение
2 мин. К супернатанту добавляли 5 М NaCl до
концентрации 150 мМ и инкубировали смесь при
65°С в течение 16 ч при перемешивании (проце-
дура “расшивки” хроматина).

После расшивки хроматин обрабатывали про-
теазой К (3 мкл 20 мг/мл протеиназы К, 5 мкл
0.5 М EDТА на 500 мкл реакционной смеси) в те-
чение 4 ч при 55°С при перемешивании. ДНК
экстрагировали смесью фенол–хлороформ, оса-
ждали спиртом, осадок суспендировали в буфере
TE. Полученную ДНК анализировали методом
количественной ПЦР и определяли соотношение
осажденной/исходной фракции (%). Каждое из-
мерение выполняли как минимум в трех повторах
и вычисляли среднее значение.
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Для количественной ПЦР использованы следующие праймеры:
РУ-F1: 5'-AGGGTTGGAAGGGTTTGCCTA-3'
РУ-R1: 5'-TCCCCAGTCCAATAACTGCAA-3'
РУ-F2: 5'-TTTCAAAAGCATAATGCAGTGGTG-3'
РУ-R2: 5'-TGTTTGAATTCCATCTTGGCCCT-3'
РУ-F3: 5'-TGATGTGAGCAACTTCCCTTG-3'
РУ-R3: 5'-ATGATAATGTTTTTCCTGGAATGGA-3'
A-prom-F: 5'-AGTCAAGATGAGAGTTCAGCCG-3'
A-prom-R: 5'-AGCCGGGGTTGAGTATGA-3'
L-prom-F1: 5'-TCCCTTCATGCACTGCCAAT-3'
L-prom-R1: 5'-ACTGAAAGCACTCCCTGCAT-3'
L-prom-F2: 5’-GCAGGGAAGGAGGAAAGCAT-3'
L-prom-R2: 5'-AGAGCTAGTCACAGGGAGGG-3'
Oct-1-exon 15-F: 5'-CAGTGAGACCAGCACAACACA -3'
Oct-1-exon 15-R: 5'-CTCCACCTCAGACGTGAATGAGAT-3'
CD3-5': 5'-AGTGAGCCCCTTCAAGATACCTAT-3'
CD3-3': 5'-TTCGATAATGAACTTGCACGG-3'

Клонирование и очистка POU-домена Oct-1.
POU-домен клонировали в модифицированной
плазмиде pET30b, содержащей на 5'-конце поли-
линкера последовательность ДНК, которая соот-
ветствует 6 остаткам гистидина в рамке считыва-
ния с POU-доменом. Наработку и очистку белка
6×His-POU проводили по протоколу фирмы-
производителя (“QIAGEN”, Германия).

Анализ сдвига электрофоретической подвижно-
сти (EMSA). Связывание [32P]-меченых олиго-
нуклеотидов с POU-доменом Oct-1 проводили в
20 мкл буфера, содержащего 20 мМ Трис-HCl,
pH 7.8, 1 мМ EDTA, 60 мМ KCl, 1 мМ DTT,

200 мкг/мл BSA, 0.5 нг меченого олигонуклеоти-
да и 10‒30 нг ДНК-связывающего POU-домена
Oct-1. Реакционную смесь инкубировали в тече-
ние 30 мин при комнатной температуре, после
чего 15 мкл наносили на 6%-ный ПААГ. В каче-
стве контроля использовали олигонуклеотиды:
oct (5'-ATGCAAAT), PORE (5'-ATTTGAAATG-
CAAAT) и MORE (5'-ATGCATATGCAT). Исполь-
зовали следующие двухцепочечные олигонуклео-
тиды, соответствующие регуляторным областям
гена POU2F1 (сайты связывания белка Oct-1 вы-
делены прописными буквами):

L1: 5'-atcctcctaattattATGCTGGCactcaggagataattt-3'
L2: 5'-caattaatATGCAAATagcctgataaatatttatgcaacg-3'
L3: 5'-taacgaggagagATTTGCATaaggccctaat-3'
L4: 5'-ggaaagcATTTGCAAagcacaagcttacttgaATTTGCAGtag-3'
РУ1: 5'-gtcaaagggttggaaggGTTTGCCTaggaatgagtgcg-3'
РУ2: 5'-gtaatgcagtggtgtataaaatttaataatgtataaaacttgttATGGAAATt-3'
РУ3: 5'-gtttcctaaaATAAGCATtatcatatacagagaagactggaaatc-3'.

Статистический анализ. Сравнение экспери-
ментальных групп проводили с использованием
t-критерия Стьюдента. Все данные представлены
в виде среднего значения ± стандартного откло-
нения (SD), рассчитанных на основании не менее
трех независимых экспериментов. Различия счи-
тались статистически значимыми при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Oct-1 взаимодействует с регуляторными 

областями гена POU2F1
Ген POU2F1 человека расположен на хромосо-

ме 1, его длина составляет 212 тыс.п.о. Этот ген
содержит убиквитарный промотор U и тканеспе-
цифический промотор L (рис. 1а). С целью по-
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нять возможные механизмы регуляции тран-
скрипции гена POU2F1 мы провели сравнитель-
ный анализ нуклеотидной последовательности
генов POU2F1 человека, мыши, свиньи и собаки и
идентифицировали в них эволюционно консер-
вативные некодирующие области.

В 5'-области гена POU2F1 обнаружено не-
сколько участков высокой межвидовой гомоло-
гии (>90%), две из которых находятся в областях
промоторов U и L (рис. 1а). Кроме того, на рассто-
янии 6 тыс.п.о. в 5'-области от старта транскрипции
промотора U обнаружено три участка с высокой го-
мологией (>90%) между сравниваемыми видами.
Эти возможные регуляторные участки обозначены
далее как РУ1, РУ2 и РУ3. В результате проведенно-
го сравнительного анализа выявлено, что их нук-
леотидные последовательности содержат множе-
ственные сайты связывания Oct-1, включая PORE,
MORE и канонические Oct-1-связывающие сай-
ты, oct-сайты, (ATGCAAAT) и oct-подобные сай-
ты с единичными нуклеотидными заменами. Эти
сайты оказались идентичны у сравниваемых ви-
дов (рис. 1а), а их положение в геноме человека,
на хромосоме 1, указано в табл. 1. Мы предпола-
гаем, что консервативные oct- и oct-подобные
сайты регуляторных областей гена POU2F1 могут
участвовать в ауторегуляции этого гена [17].

Влияние Oct-1 на экспрессию гена POU2F1 ис-
следовано нами в двух культурах клеток: HeLa и
Namalwa. В клетках Namalwa оба промотора актив-
ны (рис. 1б, в), в то время как в клетках HeLa рабо-
тает только U-промотор, что подтверждается как
отсутствием тканеспецифического транскрипта
(рис. 1б), так и отсутствием РНК-полимеразы II
(Phospho S5) на промоторе L в клетках HeLa (рис. 1в).

Связывание Oct-1 с идентифицированными
консервативными областями гена POU2F1 про-
анализировано методом ChIP. Из полученных ре-
зультатов следует, что белок Oct-1 взаимодействует
с oct-сайтами, расположенными в промоторах U
и L, а также c предполагаемыми регуляторными
участками РУ1, РУ2 и РУ3, расположенными в
5'-области гена. Взаимодействие с этими участка-
ми обнаружено как в клетках HeLa, так и Namalwa.
Интересно, что в клетках HeLa Oct-1 присутству-
ет на промоторе L, который по нашим данным
неактивен в этих клетках.

Возможные сайты связывания Oct-1, иденти-
фицированные методом ChIP, проанализирова-
ны методом EMSA (рис. 2а, б). Взаимодействие
Oct-1 с ДНК исследовали, используя аффинно очи-
щенный ДНК-связывающий POU-домен белка
Oct-1 и ДНК-зонды, идентичные геномной после-
довательности регуляторных участков POU2F1.
Несмотря на то, что последовательность РУ1 со-
держит две замены в oct-сайте (GTTTGCCT), она
образует мономерный комплекс с POU-доменом.
В участке РУ2 обнаружен только один oct-подоб-

ный сайт (ATGGAAAT), однако POU-домен об-
разует мультимерные комплексы с этим зондом.
С РУ3 POU-домен образует моно-, ди- и тример-
ные комплексы. Таким образом, сайты связывания
Oct-1, идентифицированные методом ChIP и срав-
нительного анализа геномов млекопитающих, вза-
имодействуют с POU-доменом белка Oct-1.

При низкой концентрации Oct-1 взаимодей-
ствует только с высокоаффинными сайтами, при
этом, независимо от типа последовательности
(oct, PORE или MORE), формируются преиму-
щественно мономерные комплексы; при повы-
шении концентрации Oct-1 на сайтах PORE и
MORE образуются димеры белка Oct-1 (рис. 2а).

POU-домен белка Oct-1 состоит из двух ДНК-
связывающих субдоменов: POU-специфического
(POUsp) и POU-гомеодомена (POUh), ‒ соеди-
ненных гибким аминокислотным линкером.
POU-домен обладает такой же ДНК-связываю-
щей активностью и специфичностью, как и пол-
норазмерный белок Oct-1. В силу позиционной
лабильности двух ДНК-узнающих POU-субдоме-
нов Oct-белки могут взаимодействовать с очень
вырожденными ДНК-последовательностями, не
содержащими канонических сайтов связывания.
Формирование димеров и мультимеров на этих
сайтах (рис. 2а) зависит как от нуклеотидной после-
довательности самого сайта, так и от концентрации
Oct-1. Таким образом, повышение содержания бел-
ка Oct-1 в клетке может приводить к расширению
спектра ДНК-сайтов, изменению конформации
Oct-1 за счет его димеризации на этих сайтах и к из-
менению репертуара регулируемых генов.

Таким образом, показано, что Oct-1 связыва-
ется с областями как убиквитарного, так и специ-
фического промоторов гена POU2F1. Большое
число сайтов связывания Oct-1 и их высокая меж-
видовая консервативность в областях альтерна-
тивных промоторов позволяет предположить, что
ауторегуляция транскрипции гена POU2F1 доста-
точно сложная, а повышение концентрации бел-
ка Oct-1 в клетке может приводить к изменению
характера его взаимодействия с ДНК-мишенями
и изменению транскрипционной активности ре-
гулируемых генов-мишеней.

Понижение уровня Oct-1 в клетке вызывает 
активацию транскрипции с U-промотора
и снижение транскрипции с L-промотора

гена POU2F1

С целью изучения ауторегуляции гена POU2F1
в клетках Namalwa проведен нокдаун POU2F1 с
помощью shРНК. В этих клетках активны оба
промотора гена POU2F1 (U и L) и Oct-1, как пока-
зано, присутствует на обоих промоторах. Нок-
даун приводит к снижению уровня мРНК Oct-1L,
транскрибируемой с тканеспецифического L-про-



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 6  2021

POU2F1(Oct-1) РАЗНОНАПРАВЛЕННО УЧАСТВУЕТ 977

Рис. 1. Oct-1 взаимодействует с регуляторными областями гена POU2F1. а ‒ Схема гена POU2F1 человека и располо-
жение в регуляторных областях сайтов связывания Oct-1. Сравнение с геном POU2F1 других млекопитающих. Сайты
связывания Oct-1 обозначены звездочками. Области высокой межвидовой гомологии (>90%) выделены светло-серым
цветом. Стрелками показано положение праймеров, использованных в ПЦР для анализа продуктов ChIP. б ‒ Экс-
прессия мРНК Oct-1 изоформ A и 1L в клетках линий HeLa и Namalwa по результатам полноразмерной ОТ-ПЦР. в ‒
Присутствие транскрипционно активной РНК-полимеразы II (Phospho S5) на убиквитарном (U) и тканеспецифиче-
ском (L) промоторе гена POU2F1 в клетках HeLa и Namalwa по результатам ChIP-анализа. г ‒ Распределение белка
Oct-1 в регуляторных областях гена POU2F1 в клетках линий HeLa и Namalwa по результатам ChIP-анализа с антите-
лами к Oct-1. Стрелками на рисунке (а) обозначено положение олигонуклеотидов, использованных для анализа ChIP.
*P < 0.05, **P < 0.01.
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мотора, и к одновременному усилению транскрип-
ции с U-промотора (рис. 3). На основании этих дан-
ных можно сделать вывод, что механизмы, задей-
ствованные в регуляции этих двух промоторов,
различны, причем снижение уровня Oct-1 в клетке
приводит к активации убиквитарного промотора U.

Повышение уровня Oct-1 в клетке ингибирует 
транскрипцию с U-промотора и активирует 

транскрипцию с промотора L

Проанализировано связывание изоформ Oct-1A
и Oct-1L с oct-сайтами промоторов U и L гена

POU2F1. Методом ChIP показано, что при сверхэкс-
прессии Oct-1A или Oct-1L в клетке на промоторах
U и L повышается содержание белка Oct-1 (рис. 4а).

Показано, что повышение концентрации Oct-1
в клетке влияет на транскрипцию с промоторов U
и L (рис. 4б). Так, сверхэкспрессия Oct-1 в клет-
ках Namalwa приводила к подавлению тран-
скрипции с промотора U и одновременно к актива-
ции транскрипции с промотора L. Таким образом,
изменение концентрации белка Oct-1 в клетке вы-
зывает разнонаправленное изменение транскрип-
ции с альтернативных промоторов гена POU2F1.

Рис. 2. Анализ взаимодействия POU-домена белка Oct-1 с канонической oct-последовательностью и с неканониче-
скими ДНК-последовательности из энхансерной (а) и промоторной (промотор L) (б) областей гена POU2F1 методом
EMSA. Обозначения: 1 – в реакцию добавлено 60 нг аффинно очищенного POU-домена; 2 ‒ в реакцию добавлено
20 нг аффинно очищенного POU-домена.
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Таблица 1. Участки связывания белка Oct-1 в регуляторных областях гена POU2F1 человека

а Положение регуляторных участков указано на рис. 1а. b Сайты связывания Oct-1 выделены прописными буквами.

Регуляторный участокa
Геномные координаты, 
хромосома 1 человека 

(RCh38.p13)

Нуклеотидная последовательность,b

5' → 3'

L1 167328704‒167328741 atcctcctaattattATGCTGGCactcaggagataattt
L2 167328760‒167328799 caattaatATGCAAATagcctgataaatatttatgcaacg
L3 167328879‒167328910 taacgaggagagATTTGCATaaggccctaat
L4, L5 167329443‒167329485 ggaaagcATTTGCAAagcacaagcttacttgaATTTGCAGtag
U1 167220972‒167220996 Cattttaсatattcatattcatact
U2 167221026‒167221037 Gacttagcataa
РУ1 167207453‒167207485 gacaaagggttggaaggGTTTGCCTaggaatga
РУ2 167207757‒167207808 taatgcagtggtgtataaaatttaataatgtataaaacttgttATGGAAATt
РУ3(1) 167208074‒167208117 tttcctaaaATAAGCATtatcatatacagagaagactggaaatc
РУ3(2) 167208135‒167208172 cttcccttgattatgacaggaagcCTGCATATataatc
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате проведенного исследования на
примере двух клеточных линий различного тка-
невого происхождения показано, что белок Oct-1
взаимодействует с регуляторными областями ге-
на POU2F1 и вовлечен в ауторегуляцию двух аль-
тернативных промоторов. Чрезвычайно высокая
межвидовая гомология в регуляторных областях
гена POU2F1 и полная идентичность сайтов свя-
зывания Oct-1 в альтернативных промоторах и в
отдаленной 5'-области ‒ признак большой значи-

мости ауторегуляции гена POU2F1 в поддержании
клеточного гомеостаза.

Убиквитарный промотор U расположен в 5'-об-
ласти гена POU2F1, тогда как тканеспецифиче-
ский промотор L расположен в середине гена, на
100 тыс.п.о. ниже промотора U. Механизм ткане-
специфической активации или репрессии тран-
скрипции промоторов U и L пока не выяснен. Во
всех клетках человека идет транскрипция с убик-
витарного промотора U. В норме промотор L ак-
тивен только в клетках лимфоидного ряда и в
мозге [13]. Ранее нами показано, что в некоторых

Рис. 3. Нокдаун POU2F1 приводит к активации транскрипции с промотора U и одновременно к подавлению тран-
скрипции с промотора L. а ‒ Изменение уровня мРНК Oct-1 в клетках Namalwa при нокдауне POU2F1 под действием
shРНК anti-POU2F1 (Nam-anti-POU2F1), нацеленной на все транскрипты POU2F1, по сравнению с уровнем в клетках
с shРНК-scr (Nam-scr). Экспрессию гена POU2F1 под контролем промоторов U и L оценивали методом количествен-
ной ОТ-ПЦР с использованием олигонуклеотидов, специфичных к 5'-концам убиквитарного или тканеспецифиче-
ского транскрипта Oct-1. б ‒ По результатам иммуноблотинга с антителами к Oct-1 нокдаун POU2F1 приводит к сни-
жению уровня белка Oct-1 в клетках Namalwa. Контроль нанесения образцов проведен с антителами к ламину В. На
дорожки нанесено по 10 мкг клеточного экстракта. *P < 0.05, **P < 0.01.
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Рис. 4. Избыточная экспрессия Oct-1 приводит к активации транскрипции с промотора L и одновременно к подавле-
нию транскрипции с промотора U гена POU2F1. а ‒ ChIP-анализ изоформ Oct-1A или Oct-1L в клетках Namalwa при
сверхэкспрессии Oct-1. При сверхэкспрессии изоформ Oct-1A и Oct-1L в клетках Namalwa увеличивается содержание
белка Oct-1 на промоторах гена POU2F1. б ‒ Влияние сверхэкспрессии Oct-1 на транскрипцию с альтернативных про-
моторов гена POU2F1 в клетках Namalwa: нормальная (Nam) и повышенная экспрессия (Nam-Oct-1). Уровень тран-
скриптов с U- и L-промоторов измеряли методом количественной ОТ-ПЦР. ПЦР проводили с использованием оли-
гонуклеотидов, специфичных к 5'-концам убиквитарного или тканеспецифического транскрипта Oct-1. В клетках
Namalwa сверхэкспрессирована изоформа Oct-1X [13], на 5'-конце мРНК которой отсутствуют участки, специфичные
для изоформ Oct-1А и Oct-1L, поэтому методом ПЦР определяется присутствие только эндогенных изоформ. в ‒ Ве-
стерн-блот-анализ сверхэкспрессии Oct-1 в клетках Namalwa с использованием антител к Oct-1. На дорожки нанесено
по 10 мкг клеточного экстракта. β-актин и соответствующие антитела использованы для контроля нанесения образцов
Результаты по сверхэкспрессии изоформ Oct-1 в клетках Namalwa детально представлены нами ранее [13]. *P < 0.05,
**P < 0.01.
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ПАНКРАТОВА и др.

опухолевых линиях клеток начинается активация
промотора L, тогда как в нормальных клетках та-
кого же тканевого происхождения этот промотор
“молчит” [14]. Таким образом, активация промо-
тора L может коррелировать со злокачественной
трансформацией клеток. Ранее методом направ-
ленного мутагенеза и транзиентной трансфекции
нами показано, что в системе in vitro промотор L
гена POU2F ауторегулиремый [18].

Однако до сих пор нет полного понимания ме-
ханизмов регуляции генов в естественном контек-
сте, а это важно с точки зрения выяснения вклада
множества геномных элементов в контроль генной
экспрессии. Здесь нами обнаружено, что в есте-
ственном контексте на убиквитарном промоторе U
гена POU2F действует отрицательная обратная
связь ‒ через низкоаффинные сайты связывания
Oct-1 при повышении его концентрации в клетке ‒
и одновременно на тканеспецифическом промото-
ре L действует положительная обратная связь ‒
через высокоаффинные канонические oct-сайты.

Ауторегуляция ‒ важный механизм поддержа-
ния необходимого уровня транскрипции генов
“домашнего хозяйства” клетки. В ауторегуляции
гена POU2F1 реализуются два разнонаправлен-
ных механизма: отрицательная обратная связь и
положительная обратная связь, причем не только
через промоторы, но и через регуляторные участ-
ки в 5'-области гена, расположенные на значи-
тельном расстоянии от убиквитарного промото-
ра. Такой механизм “разнонаправленной” ауто-
регуляции свидетельствует о том, что, во-первых,
Oct-1 участвует в тонкой настройке регуляции
собственной транскрипции и, во-вторых, что за-
дача направленного понижения количества белка
Oct-1 в опухолевой клетке ‒ функция с несколь-
кими переменными.

Белок Oct-1 экспрессируется на относительно
постоянном уровне в каждом типе клеток. Повы-
шение уровня белка Oct-1 в клетке приводит к на-
рушению клеточного гомеостаза, развитию эф-
фекта Варбурга, изменению скорости деления
клеток [13]. Таким образом, повышение уровня
Oct-1 может приводить к малигнизации клеток. В
работах последних нескольких лет появляется все
больше фактов о роли Oct-1 как проонкогенного
фактора для ряда эпителиальных и других опухо-
лей [19‒21]. Важно отметить, что те опухоли, в
которых повышен уровень экспрессии Oct-1, го-
раздо хуже поддаются лечению и их развитие свя-
зано с крайне неблагоприятным прогнозом для
пациента [22]. На основе полученных нами ре-
зультатов можно предполагать, что повышение
уровня белка Oct-1 при злокачественной транс-
формации клеток приводит к расширению спек-
тра ДНК-сайтов, изменению конформации белка
Oct-1 за счет его димеризации на этих сайтах и,
как следствие, к изменению набора регулируе-
мых им генов. Анализ взаимодействия Oct-1 c
ДНК важен для понимания протуморогенного

эффекта высоких концентраций Oct-1 в опухоле-
вых клетках. В некоторых исследованиях выявле-
на положительная корреляция между высоким
уровнем белка Oct-1 в злокачественных опухолях
и низкой выживаемостью больных [8, 9, 21]. Так,
уровень экспрессии Oct-1 в опухолях J. Qian и со-
авт. [21] считают более надежным прогностиче-
ским параметром, чем стадирование по шкале
American Joint Committee on Cancer (AJCC) при
раке желудка.

Понимание механизмов регуляции экспрес-
сии гена POU2F1 на транскрипционном уровне
необходимо для идентификации регуляторных
путей, которые могут стать мишенями новых ле-
карственных препаратов.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 19-14-00365).

Статья не содержит экспериментов с привле-
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POU2F1(Oct-1) DIFFERENTLY PARTICIPATES IN AUTOREGULATION
OF ALTERNATIVE PROMOTORS DEPENDING ON BINDING
WITH DIFFERENT REGULATORY SITES OF POU2F1 GENE

E. V. Pankratova1, *, T. N. Portseva1, A. A. Makarova1, B. M. Lyanova1,
S. G. Georgieva1, and A. G. Stepchenko1

1 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: pank@eimb.ru

The POU2F1 gene, which plays an important role in the regulation of the genome and development of mam-
mals, has both ubiquitous and tissue-specific promoters and has complex regulation. In this work, regions of
the POU2F1 gene were found containing multiple binding sites for the POU2F1(Oct-1) protein. The inter-
species homology in these regions in human, mouse, rat, pig and dog genomes is more than 90%, and the
complete identity of all the Oct-1 binding sites has been found. Some of these sites are located near each of
the two alternative gene promoters, while others are in the 5' non-coding region of the gene at a distance of
6 kb upstream U promoter. With use of chromatin immunoprecipitation and EMSA it was shown that Oct-1
is present at these sites. Knockdown of POU2F1 in Namalwa cells leads to activation of the ubiquitous U pro-
moter and downregulation of the tissue-specific L promoter, while overexpression of Oct-1 leads to the op-
posite result. Thus, autoregulation of the ubiquitous promoter of the POU2F1 gene occurs according to the
principle of negative feedback, while the tissue-specific promoter according to the principle of positive feed-
back. In a natural context, negative feedback acts on the ubiquitous U promoter through low-affinity Oct-1
binding sites with an increase Oct-1 concentration in the cell, and at the same time, a positive feedback acts
on the tissue-specific L promoter through the high-affinity canonical oct-sites.

Keywords: transcriptional autoregulation, POU2F1, transcription factor, Oct-1
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