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Определяли величину константы сродства комплексов глю­
кокортикоидного рецептора (ГР), выделенного в виде ком­
плекса с триамцинолоном, и синтетического олигонуклео- 
тидного глюкокортикоидреспонсивного элемента (ГРЭ), со­
ответствующего последовательности ГРЭ-1 из промото­
ра гена тирозинаминотрансферазы крысы. Согласно полу­
ченным результата.» можно видеть, что наивысшей аф­
финностью с ГР обладают одноцепочечные олигонуклеоти­
ды с прямой последовательностью (Кдисс 0,2 ± 0,006 пМ). 
Одноцепочечные олигонуклеотиды с антисмысловой после­
довательностью связываются со значительно меньшим 
сродством (Кэисс 1,5 ± 0,2 пМ), но значительно превосхо­
дят по этому показателю двуцепочечную форму олиго-ГРЭ 
(Кдисс 12,0 ± 1,1 пМ). Полученные результаты дают осно­
вания полагать, что образование комплекса, по-видимому, 
должно происходить главным образом со смысловой нитью 
ДНК, с другой стороны, можно думать, что взаимодейст­
вие ГР с ГРЭ должно способствовать конформационным 
изменениям ДНК в этом районе гена.

The constant of affinity between glucocorticoid receptor 
(GR) complex isolated together with triamcinolone and a 
synthetic oligonucleotide glucocorticoid-responsive element 
(GRE) corresponding to the GRE-1 sequence of the rat thy­
rosine aminotransferase gene promoter is assessed. Single­
stranded oligonucleotides with the straight sequence (Kd 
0.2 ± 0.006 pM) possess the highest affinity for GR. The af­
finity of single-stranded oligonucleotides with antisense se­
quence is far lower (Kd 1.5 ± 0.2 pM), but is superior to 
that of double-stranded oligo GRE (Kd 12.0 ± 1.1 pM). 
The results suggest that the complexes are formed mainly 
with the sense strand of DNA; on the other hand, it is prob­
able that the reaction of glucocorticoid receptor with GRE 
promotes conformational changes of DNA in this gene re­
gion.

Исследование функции глюкокортикоидных 
гормонов (ГК) — одна из труднорешаемых про­
блем современной физиологии. Всеобщий харак­
тер присутствия этих гормонов в организме ус­
ложняет выявление их специфических функций, 
которые, очевидно, значительно шире участия в 
стрессовом ответе и известных фармакологиче­
ских эффектах. В то же время можно думать, что 
исследования на клеточном и молекулярном 
уровнях позволят вычленять мишени этих гормо­
нов, в частности глюкокортикоидрегулируемые 
гены. Реактивность клеток по отношению к ГК 
определяется наличием в клетке механизма транс­
дукции сигнала этих гормонов, в котором цен­
тральным звеном является рецептор ГК (ГР) — 
растворимый внутриклеточный белок, который 
относят к семейству гормонально-регулируемых 
факторов транскрипции [1]. В это семейство вхо­
дят и рецепторы других классов стероидных гор­
монов, а также рецепторы тиреоидных гормонов, 
ретиноидов и рецепторы витамина Э3. Все члены 
этого семейства обладают сходными чертами 
строения своей молекулы [2]. ГР, находясь в ком- • 
плексе с гормоном, так называемый гормон-ре- 
цепторный комплекс (ГРК), связывается с осо­
бым участком ДНК в области промотора в регуля­

торном участке глюкокортикоидрегулируемого ге­
на. Часто эти участки, называемые глюкокортико- 
идреспонсивными элементами (ГРЭ), обладают 
свойствами гормонзависимых энхансеров с харак­
терным мотивом в 15 пар оснований, представ­
ляющим собой 6-членный палиндром, разделен­
ный тремя вариабельными парами оснований [4]. 
Взаимодействие ГРК с ГРЭ является одним из 
ключевых актов в процессе трансдукции глюко­
кортикоидного сигнала в клетке. Поскольку мож­
но полагать, что специфичность взаимодействия 
ГР с ДНК, а следовательно, и потенциальная 
функциональная активность определяются аф­
финностью ГР и ГРЭ, исследование акта связыва­
ния необходимо для понимания природы эффек­
тов ГК. С высокой долей уверенности можно 
предположить, что показатели аффинности могут 
быть полезны при изучении функции участков 5’- 
области глюкокортикоидзависимых генов, пред­
положительно способных участвовать в гормо­
нальной регуляции. Измерение аффинности оли­
гонуклеотидов с последовательностью ГРЭ пред­
ставляется одним из подходов к исследованию 
взаимодействия ГРК с участками ДНК предпола­
гаемых регуляторных районов глюкокортикоидре- 
гулируемых генов. Константа сродства в опреде­
ленной мере может служить для оценки потенци­
альной эффективности ГРК как фактора транс­
крипции, а также для изучения деталей взаимо­
действия ГРК—ДНК, в частности для выяснения 
относительной роли каждой цепи этого участка 
ДНК с прямой и обратной последовательностью в 
комплексе ГРК—ДНК в тех случаях, когда после­
довательность не является совершенным палин­
дромом. С этой целью провели сравнительное ис-
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Рис. 1. Конкурентное вытеснение меченых олиго-ГРЭ из комплексов ГРЭ—ГРК.
Условия приведены в разделе "Материалы и методы", а — одноцепочечный с прямой последовательностью; б — одноцепочечный с обратной последова­
тельностью; в — двуцепочечный олиго-ГРЭ. Концентрация олигонуклеотида в препарате на дорожке: левая дорожка — меченый олиго-ГРЭ 1,0 фМ; пра­
вая дорожка — меченый олиго-ГРЭ 1,0 фМ + "холодный" 20 фМ.

следование констант сродства нативных ГРК с 
синтетическими олигонуклеотидами, имеющими 
прямую и обратную последовательность нуклео­
тидов, а также двуцепочечную форму олиго-ГРЭ, 
описанного в работе U. Strahle и соавт. [8]. Из­
вестно, что на величину константы диссоциации 
существенное влияние оказывает непосредствен­
ное окружение связывающей макромолекулы [5]. 
В связи с этим в настоящей работе для создания 
более адекватной связывающей системы исполь­
зовали обогащенный препарат цитозольных ГРК, 
прошедших тепловую активацию.

Материалы и методы

Самцов крыс линии Вистар массой 180—200 г 
получали из лаборатории экспериментальных жи­
вотных Института цитологии и генетики СО 
РАН (Новосибирск). Анестезию проводили тио­
пенталом (1 мг/100 г).

Приготовление препарата ГРК. Печень крысы 
гомогенизировали в 5-кратном объеме ТЕ, содер­
жащем 10 мМ 2-меркаптоэтанол, 0,1 мМ PMSF и 
5% глицерин. Гомогенат центрифугировали 
10 мин при 5000 g, затем супернатант центрифу­
гировали 1 ч при 105 000 g, инкубировали в при­
сутствии 10 нМ 3Н-триамцинолона 15 мин при 
20’С и наносили на колонку mono-Q в буфере то­
го же состава, за исключением глицерина, ГРК 
элюировали линейным градиентом NaCl 0,0—0,3 
М. Элюент из пика специфического связывания 
объединяли и использовали как препарат частич­
но очищенного ГРК. Все манипуляции, за исклю­
чением инкубации, проводили в ледяной бане.

Синтетические олигонуклеотиды с последова­
тельностью TGTACAGGATGTTCT, соответст­
вующей ГРЭ-1 из промотора гена тирозинами­
нотрансферазы крысы [10], получали из сектора 
синтеза Института цитологии и генетики СО 
РАН. Олигонуклеотиды метили 32Р с помощью 
Т4-концевой киназы в буфере, содержащем 
50 мМ трис-НС1, pH 7,5, 10 мМ MgCl2, 5 мМ 
DTT, 1 — 10 пМ олигонуклеотида, 50 мкКи 
32Р-АТФ (1000—2000 Ки/ммоль; Санкт-Петер­
бург), 50 мкг/мл BSA, 5 U Тд-киназы в общем 

объеме 6 мкл, 20 мин при 37”С. Меченые олиго­
нуклеотиды отделяли от АТФ, меченного 32Р, с 
помощью гель-фильтрации на колонке Sephadex 
G50 SF объемом 1 мл. Продукт имел удельную ра­
диоактивность не 1шже 1000 Ки/ммоль.

Определение констант диссоциации Кд^. Для 
образования комплексов ГРК—ГРЭ, различные 
концентрации олигонуклеотидов инкубировали с 
равными количествами препарата ГРЭ (10—15 мкг 
белка) 10 мин при 37°С в среде, содержащей 
0,1 мкг ДНК из тимуса теленка, 4% глицерин, 
1 мМ DTT, 40 мМ NaCl, 0,1 мМ PMSF, 2,5 мМ 
MgCl2, 0,1 мМ EDTA, 10 мМ HEPES. Концентра­
ции меченых олигонуклеотидов приводятся в под­
писях к соответствующим рисункам. Образцы объ­
емом 15 мкл наносили на 12% полиакриламидный 
гель и проводили электрофорез в неденатурирую­
щих условиях в 0,5 PBS с напряженностью элек­
трического поля 13 В/см в течение 3 ч. Гели авто- 
радиографировали, радиоактивность пятен опреде­
ляли с помощью жидкостного сцинтилляционного 
счета. Кдисс определяли из параметров графиков 
Скэтчарда. Результаты приводятся как средние из 
3—5 экспериментов (Л/ ± т).

Результаты и их обсуждение

Измерение аффинности олигонуклеотидов с 
последовательностью ГРЭ представляется одним 
из подходов к изучению потенциальной эффек­
тивности ГРК как фактора транскрипции, а также 
для выяснения деталей взаимодействия ГРК— 
ДНК с прямой и обратной последовательностью в 
комплексе ГРК—ДНК в тех случаях, когда после­
довательность не является совершенным палин­
дромом. С этой целью провели сравнительное ис­
следование констант сродства нативных ГРК с 
синтетическими олигонуклеотидами, имеющими 
прямую и обратную последовательность нуклео­
тидов, а также двуцепочечную форму олиго-ГРЭ, 
описанного в работе U. Strahle и соавт. [8].

Типичные радиоавтографы гелей с комплекса­
ми ГРК — олиго-ГРЭ и одноцепочечными олиго­
нуклеотидами приведены на рис. 1 и 2. На рис. 1 
видно, что все 3 типа олигонуклеотидов связыва-
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Рис. 2. Электрофорез комплексов ГРК с олигонуклеотидами, 
имеющими последовательность ГРЭ.
Условия и обозначения те же, что на рис. 1. Конценрация олигонуклеотида в пре­
парате на дорожке: а — 0,03, 0,02, 0,015, 0,012, 0,006 фМ; б — 1,4, 1,0, 0,6, 0,4, 0.2 
фМ; в — 6,0, 4,0, 3,0, 2,0, 0,5 фМ на 1, 2, 3, 4, 5-й дорожке соответственно.

ются с ГРК специфически, поскольку меченые 
олиго-ГРЭ вытесняются из комплексов ГРК—ГРЭ 
20-кратным избытком ’’холодных” олиго-ГРЭ. На 
рис. 2 можно видеть локализацию комплексов на 
геле, а также то, что имеет место связывание оли­
гонуклеотидов с рецепторами с высоким сродст­
вом. Графики Скэтчарда и их статистический ана­
лиз представлены на рис. 3.

Согласно данным, полученным в наших экспе­
риментах, наивысшей аффинностью с нативны­
ми рецепторами обладают одноцепочечные олиго­
нуклеотиды с прямой последовательностью 
(Кдисс 0,2 ± 0,006 пМ) (см. рис. 3, а). Одноцепо­
чечные олигонуклеотиды с антисмысловой после­
довательностью связываются со значительно 
меньшим сродством по сравнению с олигонуклео­
тидами с прямой последовательностью (Кдисс 
1,5 ± 0,2 пМ) (см. рис. 3, б), но значительно пре­
восходят по этому показателю двуцепочечную 
форму олиго-ГРЭ (Кдисс 12,0 ±1,1 пМ) (см. 
рис. 3, в). Полученные в этом исследовании зна­
чения коэффициента диссоциации для олиго- 
ГРЭ по порядку величины близки к показателям 
аффинности ГР, экспрессируемого в дрожжах, и 
олиго-ГРЭ, синтезированного с нуклеотидной по­
следовательностью ГРЭ гена тирозинаминотранс­
феразы [6]. Анализ комплексов ГРК—ГРЭ мето­
дом задержки в геле, проведенный в настоящей 
работе, показал, что образующиеся ДНК-белко- 
вые связи являются высокоаффинными. Величи­
ны коэффициента диссоциации имеют порядок, 
характерный для большинства известных специ­
фических рецепторов, что может служить указа­
нием на специфический характер взаимодейст-

Рис. 3. Графики Скэтчарда связывания ГРК с олигонуклеоти­
дами.
а — одноцепочечный с прямой последовательностью; б — одноцепочечный с обрат­
ной последовательностью; в — двуцепочечный олиго-ГРЭ.
По осям ординат — В/Ё; по осям абсцисс — концентрация олигонуклеотида (в 
фМ). 
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вия, а это в свою очередь указывает на высокую 
степень нативности ГР в использованном препа­
рате цитозольных ГРК, поскольку известно, что 
рецепторы с нарушениями своей структуры сни­
жают свое сродство к ДНК [5, 6].

Из результатов, полученных в настоящей рабо­
те, следует, что в тех случаях, когда последова­
тельность ГРЭ не образует совершенного палин­
дрома, аффинность к ГРК в значительной мере 
определяется структурой олигонуклеотида, и наи­
более адекватной, судя по показателям сродства, 
является смысловая последовательность ГРЭ (см. 
рис. 3, а). Что касается олигонуклеотидов с обрат­
ной последовательностью, то они связывались с 
ГРЭ со значительно меньшим сродством (см. 
рис. 3, б), и самым низким сродством с рецептор­
ным комплексом обладал двунитевой олиго-ГРЭ 
(см. рис. 3, в). Можно полагать, что столь значи­
тельные различия в аффинности отражают и 
столь же существенную разницу в эффективно­
сти с точки зрения регуляции транскрипции и, 
возможно, стабильности образующихся комплек­
сов ГРК—ГРЭ. В настоящее время известно, что 
сродство ГР к ДНК в значительной мере опреде­
ляется белок-белковыми взаимодействиями и в 
первую очередь димеризацией мономеров ГР [2, 
5, 7, 9]. С другой стороны, поскольку существен­
ное значение имеют и ядерные белки, не родст­
венные стероидным рецепторам [7—9], использо­
вание обогащенного препарата цитозольных ком­
плексов ГР позволяет, на наш взгляд, получить 
значения показателей аффинности, наиболее при­
ближенные к тем, которые должны быть in situ.

Как было показано ранее, способность ГР к 
димеризации наиболее выражена у нативных ре­
цепторов с неповрежденной первичной структу­
рой, при этом, однако, имеет значение и структу­
ра собственно ГРЭ, особенно расстояние между 
палиндромными частями этого участка ДНК [6].

Комментируя полученные результаты в целом, 
можно с определенной осторожностью предполо­
жить, что при образовании комплекса ГРК—ГРЭ 
нити ДНК, находящиеся внутри этого комплек­
са, испытывают разные по величине силы связы­
вания с рецептором, что должно в конечном счете 
влиять на конформационное состояние ДНК, по 
крайней мере в районе ГРЭ. Можно думать, что 
в таком комплексе появляются условия для разоб­
щения нитей ДНК или повышается вероятность 
такого события при одновременном действии 
других ядерных факторов.

Таким образом, полученные результаты дают 
основания полагать, что в районе ГРЭ, не имею­
щего структуры совершенного палиндрома, обра­
зование комплекса, по-видимому, должно проис­
ходить главным образом со смысловой нитью 
ДНК. Этот результат сам по себе вполне ожидае­

мый, поскольку исследования взаимодействия 
фрагмента ГР, содержащего ДНК-связывающий 
участок, с разными половинами палиндрома 
ГРЭ, проведенные С. Cairns и соавт. [3], показа­
ли, что сродство второй половины палиндрома 
на порядок ниже по сравнению с первой. Однако 
при этом возникает вопрос, какое событие при 
этом является "ключевым": связывание с ГРК 
приводит к частичной деспирализации ДНК в 
районе ГРЭ или, наоборот, для успешного связы­
вания ГРК необходима предварительная деспира- 
лизация ГРЭ, выполняемая какими-то другими 
ядерными факторами. Одним из путей получения 
ответа на этот вопрос может быть исследование 
образующихся комплексов, состоящих из ГРК, 
ядерных белков и ДНК, с точки зрения измене­
ния их внутренней энергии. Подход, позволяю­
щий определять константы аффинности отдель­
ных компонентов в таких больших комплексах, 
может быть полезен для понимания процессов 
гормональной регуляции транскрипционной ак­
тивности в целом.

Выводы
1. В районе ГРЭ, не имеющего структуры со­

вершенного палшЪрома, смысловая нить ДНК 
может обладать большим сродством к цитозоль­
ному ГРК по сравнению с комплементарной ни­
тью.

2. При образовании комплекса ГРК—ГРЭ смы­
словая и антисмысловая нити ДНК, находящиеся 
внутри этого комплекса, по-видимому, испытыва­
ют разные по величине силы связывания с рецеп­
тором, что может влиять на конформационное со­
стояние ДНК.
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