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ЗАСТОСУВАННЯ ПОЛІМЕРАЗНОЇ ЛАНЦЮГОВОЇ РЕАКЦІЇ 
ДЛЯ ОТРИМАННЯ ПРОМОТОРНОГО ФРАГМЕНТА ГЕНА GSTP1 

У цій статті викладено метод з використанням полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР), який 
запропоновано для одержання GC-багатої промоторної ділянки гена глютатіон-S-трансферази Р1-1 
(GSTP1) людини. Роботу проведено в рамках проекту вивчення регуляції транскрипції гена GSTP1 у 
клітинах плаценти людини. Запропоновані модифікації стандартного методу можуть бути корисними 
для ампліфікації будь-яких GC-багатих промоторних регіонів та інших ділянок генома. 

Вступ 

Глютатіон-S-трансферази - це велика родина 
ферментів, які каталізують електрофільне при­
єднання небілкового тіолу глютатіона до нуклео-
фільних ксенобіотиків [1]. Утворення глютатіо-
нових кон'югатів у більшості випадків веде до 
зниження токсичності чужорідних сполук і полег­
шує їх виведення з клітини за допомогою спе­
ціальних АТФ-залежних транспортних систем [2, 
3]. У клітинах людини існує 4 класи цитозольних 
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глютатіонтрансфераз - GSTA, GSTM, GSTP, 
GSTT та один клас мікросомальних ферментів [4]. 

Нашу увагу привернула глютатіон-8-трансфе-
раза класу Р, яка відіграє важливу роль у проце­
сах канцерогенезу [2] та у формуванні множин­
ної стійкості пухлинних клітин до дії хіміотера­
певтичних препаратів [3]. Так, на ранніх етапах 
неопластичні клітини не експресують GSTP, але 
з розвитком процесу експресія цього гена зро­
стає, і клітини таким чином набувають здатності 
знешкоджувати ліки [4]. 
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Регуляція експресії GSTP1 відбувається на 
рівні транскрипції, стабільності мРНК та на 
післятрансляційному рівні [4-8]. Регуляція транс­
крипційної активності гена здійснюється транс­
крипційними факторами, а також шляхом зміни 
рівня метилювання GC-острівців у промоторній 
ділянці гена [7]. У промоторі гена GSTP вияв­
лено консенсусні послідовності, які є сайтами 
впізнавання для транскрипційних факторів АР-1, 
Spl (2 сайти), NF-kB [9,10]. Численні досліджен­
ня пухлинних клітин показали, що зв'язування 
транскрипційних факторів з промотором цього 
гена є тканиноспецифічним [11]. Проте чіткої 
картини цих взаємодій і досі не відтворено, як і 
не показано, які процеси лежать в основі ткани-
носпецифічної регуляції транскрипції GSTP у 
нетрансформованих клітинах людини. 

Об'єктом для дослідження регуляції експресії 
гена GSTP людини обрано плаценту, в якій глю-
TaTioH-S-трансфераза Ρ1-1 є майже єдиною фор­
мою GST і становить близько 10 % усього біл­
ка цитозолю [12]. Попередніми дослідження­
ми нашої лабораторії показано, що в плаценті 
жінок з екологічно забруднених районів відбу­
вається пригнічення експресії GSTP [13]. Нами 
було поставлено за мету з'ясувати за допомогою 
футпринтного аналізу та дослідження надзсу-
ву з наявністю антитіл, які саме транскрипцій­
ні фактори задіяні в репресії GSTP1. Переду­
мовою для реалізації цього завдання є виділен­
ня і клонування промоторного фрагмента гена, 
який містить усі консенсусні послідовності. Амплі­
фікація цієї ділянки за стандартних умов ПЛР є 
неможливою, оскільки промоторний регіон мі­
стить безліч вторинних структур, а весь ген є GC-
багатим. Тому важливим завданням стала розроб­
ка методу ампліфікації цієї складної послідов­
ності. 

Методи 

Виділення геномної ДНК. Для успішного 
проведення ПЛР суттєвим моментом є виділення 
геномної ДНК, вільної від РНК, білків, органіч­
них та неорганічних забруднювачів. Нами було 
застосовано підхід, який дає змогу виділити ви-
сокоочищену ДНК з крові людини без застосуван­
ня органічних реактивів (фенол, хлороформ), до­
мішки яких у препаратах ДНК є інгібіторами ПЛР. 
ДНК було виділено з ядер лейкоцитів згідно з ре­
комендаціями фірми Eppendorf. Після обробки 
ядер протеіназою К за стандартною процедурою 
олігопептиди осаджували додаванням 5М NaCl до 
кінцевої концентрації 1М, інкубацією суміші про­
тягом 20 хв при -20 °С з наступним центрифугу­

ванням при 8000g упродовж 15 хв. До надосадо-
вої рідини додавали етанол до кінцевої концент­
рації 67 %, і ДНК намотували на паличку, підсу­
шували і розчиняли у буфері ТЕ. ДНК додатково 
очищали від низькомолекулярних сполук на спін-
колонках [14]. Концентрацію і чистоту ДНК пе­
ревіряли за оптичною густиною розчину при 260, 
230 та 280 нм, розмір отриманих фрагментів ви­
значали шляхом електрофорезу у 0,6 %-му ага-
розному гелі. 

Обробка ДНК рестриктазою. ДНК піддава­
ли обробці рестриктазою EcoRI в реакційній 
суміші, що містила 10 мкг ДНК в 33 мкл ТЕ бу­
фера, 2 мкл ферменту EcoRI і 4 мкл буфера ReAct 
З (Gibco BRL, США), 0,4 мкл 100х BSA 
(Pharmacia, США) і 0,6 мкл води. Суміш витри­
мували 16 годин при 37 °С, після чого суміш ви­
тримувалась при 65 °С впродовж 25 хв для інак­
тивації ферменту. 

Ампліфікація фрагмента. Перший раунд 
ПЛР проводили з праймерами, які дають змогу 
одержати продукт, відповідний до ділянки від 957 
до 1685 п. н. у послідовності гена і більший за 
необхідну промоторну ділянку. Послідовність 
прямого праймера - 5'-СТТ ТСС ТСТ ТСС TGC 
TGT CTG-3', зворотного - 5'-ССА САС GAC 
GGA GGG ATA AGG-3'. Ампліфікацію прово­
дили в об'ємі 50 мкл з наявністю 100 нг ДНК, 
0,5 мкМ кожного з олігонуклеотидів, 2,0 мкМ 
хлориду магнію, 5 %-го формаміду, 16 мкМ 
(NH4)2S04; 200 мкМ кожного з чотирьох нуклео-
тидів, 50 мМ Трис-НСl pH 8,9, 0,01 %-го Tween-
20 і 0,5 мкл (2,5 од.) Taq-полімерази. Фермент 
додавали після попередньої денатурації ДНК 
впродовж 7 хв при 95 °С. ПЛР складалася із 30 
циклів, кожний з яких включав денатурацію при 
95 °С 40 с, 2 хв відпалювання при 58 °С і елонга­
цію при 72 °С 50 с. На завершення елонгацію 
проводили впродовж додаткових 7 хв. 

Другий раунд ампліфікації проводили з прай­
мерами, які безпосередньо обрамляють регуля­
торну ділянку гена і є внутрішніми відносно пер­
шої пари праймерів. Прямий праймер мав по­
слідовність 5'-СТТ ССТ GCT GTC GTT ТАС ТС-
3', зворотний - 5'-ACT GGT GGC GAA GAC 
TGC-3'. Довжина продукту ПЛР становила 296 
п. н. Реакцію проводили у суміші, яка ідентична 
за об'ємом і складом до суміші першого раунду 
ПЛР, за винятком того, що як матричну ДНК було 
взято 0,5 мкл продукту попередньої реакції. Ам­
пліфікація складалася з денатурації ДНК упро­
довж 3 хв при 94 °С, 30 циклів по 30 с при 94 °С, 
1,5 хв при 52 °С і 40 с при 72 °С кожний та завер­
шальної елонгації при 72 °С впродовж 7 хв. 15 мкл 
реакційної суміші наносили на електрофорез 
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ділянку геля із смугою необхідного продукту 
вирізали і піддавали реампліфікації у вищезаз­
начених умовах з метою збільшення кількості 
продукту. 

Результати і обговорення 

Як уже було зазначено, регуляторна ділянка 
гена глютатіон-S-трансферази Р, як і більшість 
промоторів, є GC-багатим регіоном, складним 
для ампліфікації. Проведення одноразової ПЛР 
з праймерами до промоторного фрагмента не 
дало змоги отримати й виділити специфічний 
продукт, незважаючи на оптимізацію послідов­
ності праймерів, температурного режиму чи 
складу реакційної суміші. У зв'язку з цим нами 
були запропоновані модифікації стандартного 
методу для отримання необхідної ділянки. 

Виділення ДНК без використання органічних 
сполук для депротеїнізації і з додатковим очи­
щенням на колонках дозволило отримати препа­
рат високої якості (OD260/OD280 = 2,22, OD260/ 
OD230 = 6,66). Перший раунд ампліфікації було 
проведено з парою праймерів, які підібрані до 
районів, що не утворюють вторинних структур 
і знаходяться на певній відстані від промотор-
ної ділянки. ПЛР. Однак за цих умов утворюва­
лася значна кількість неспецифічного продук­
ту, якого не вдавалося уникнути, змінюючи тем­
пературний режим реакції. Для підвищення спе­
цифічності ампліфікації було введено такі моди­
фікації: 

1. Hot start - полімераза додається після пер­
винної денатурації ДНК. Це запобігає аберантній 
праймер-матричній взаємодії при кімнатній тем­
пературі. 

2. Перед ПЛР геномну ДНК обробляли рест-
риктазою, в даному випадку EcoRI, що зменшує 
довжину фрагментів ДНК, полегшує їх денату-
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A. Slonchak, M. Obolenska 

APPLICATION OF POLIMERASE CHAIN REACTION 
FOR GENERATION OF PROMOTER FRAGMENT OF GSTPl GENE 

This article expounds the method, which has been proposed for generation of GC-rich promoter fragment of 
human glutathione-S-transferase (GSTP1) gene applying PCR. This work has been performed as apart of the 
research project devoted to studying of GSTPl gene transcription regulation in human placenta. Proposed 
modification of a standard method could be useful for amplification of GC-rich promoter regions in other genome 
loci. 


