
Конференция «Ломоносов 2019»

Секция «Молекулярная биология»

Альтернативные и мутантные варианты фактора транскрипции PAX4
человека: сравнение транскрипционной активности

Научный руководитель – Рубцов Петр Михайлович

Кузнецова Анна Ивановна
Студент (магистр)

Московский физико-технический институт, Москва, Россия
E-mail: anyakuznetsova5@mail.ru

Дифференцировка инсулин-продуцирующих 𝛽-клеток в ходе развития поджелудочной
железы и их нормальное функционирование в течение всей жизни регулируются с уча-
стием нескольких специфических факторов транскрипции. Среди них важнейшую роль
играет фактор транскрипции семейства Paired-box - PAX4. PAX4 содержит два ДНК-
связывающих домена - домен Paired-box и гомеодомен. Существует несколько изоформ
PAX4 человека, которые образуются в результате альтернативного сплайсинга. Целью на-
стоящей работы было сравнение свойств разных изоформ фактора транскрипции PAX4
человека и изучение влияния мутаций в гене PAX4, выявленных у больных диабетом
MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) [1], на транскрипционную активность этого
фактора. Для синтеза кДНК PAX4 использовали суммарную РНК из плаценты челове-
ка. Анализ клонированных кДНК показал, что наряду с полной формой кДНК, присут-
ствуют образованные в результате альтернативного сплайсинга варианты, которые содер-
жат полный домен Paired, но лишены части гомеодомена. Для экспрессии полученных
кДНК в клетках млекопитающих их клонировали в векторе pcDNA3.1(+). Для получе-
ния мутантных вариантов PAX4 использовали метод двухраундовой ПЦР с мутагенны-
ми праймерами. Наряду с изученными ранее вариантами PAX4 с заменами аминокислот
R121W и R164W, получили варианты с заменами аминокислот R19W, D126G, R183C,
T199I, G235V, C282R и A330V, неописанные ранее. Для анализа промоторной активно-
сти вариантов PAX4 использовали репортерную систему - плазмиду с геном люциферазы,
встроенным под контроль промотора гена инсулина человека, сконструированную на осно-
ве вектора pGL4.10[luc2]. Через 48 часов после котрансфекции клетки HEK293 лизировали
и определяли люминесценцию клеточных лизатов. В использованной системе природная
полноразмерная изоформа PAX4, содержащая оба интактных ДНК-связывающих домена,
максимально повышала активность инсулинового промотора, тогда как формы с непол-
ным гомеодоменом проявляли меньшую активность. Транскрипционная активность вари-
антов с заменами аминокислот в домене Paired (R19W и R121W) и гомеодомене (R164W и
R183С) была статистически значимо снижена по сравнению с активностью белка дикого
типа, тогда как изменения активности вариантов с заменами аминокислот в междоменных
участках были статистически незначимы.
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