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УЧАСТКОВ ГЕНОВ ЧЕЛОВЕКА МЕТОДАМИ ИММУНОПРЕЦИПИТАЦИИ 
И ПЦР В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ
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Изменение эффективности взаимодействия специфических факторов транскрипции с ДНК, обу-
словленное присутствием однонуклеотидных полиморфизмов, – один из важных механизмов регу-
ляции экспрессии генов человека, влияющий на индивидуальную предрасположенность к различ-
ным заболеваниям. Накоплено огромное количество генетических и эпигенетических данных, позво-
ляющих предсказывать функциональные полиморфные варианты, а также факторы транскрипции,
на связывание которых они влияют. Тем не менее, в большинстве случаев необходима эксперимен-
тальная верификация подобных предсказаний. В представленной статье рассмотрен отработанный в
нашей лаборатории метод иммунопреципитации ДНК-белковых комплексов in vitro с последующей
оценкой количества связавшейся ДНК при помощи ПЦР в реальном времени. Метод не требует хи-
мической модификации ДНК-пробы и воспроизводимо работает на полных ядерных экстрактах из
культивируемых клеток человека.
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ВВЕДЕНИЕ

Однонуклеотидные полиморфизмы (SNP от
“single nucleotide polymorphisms”) – основной
элемент генетического разнообразия человече-
ской популяции. Постоянно появляющиеся дан-
ные об эпигенетических механизмах регуляции
генома указывают на то, что индивидуальные
особенности регуляции экспрессии генов зависят
не только от вариаций нуклеотидных последова-
тельностей [1, 2], однако, нет сомнений в край-
ней важности этого фактора [3, 4]. Большие объе-
мы накопленных клинических данных, а также
совершенствование технологических подходов к
их анализу позволяют разрабатывать новые алго-
ритмы предсказания функциональных эффектов,
в частности, механизмов прогрессии заболеваний
с ярко выраженной генетической составляющей
[5–7]. Полногеномный поиск SNP, ассоцииро-
ванных с этими эффектами, в первую очередь с
предрасположенностью к прогрессии определен-
ных заболеваний (GWAS от “genome-wide associa-
tion studies”), в большинстве случаев приводит к

обнаружению SNP, имеющих лишь прогностиче-
скую значимость [8]. Для формулировки гипоте-
зы о механистической причине ассоциации, а,
значит, о потенциальных терапевтических мише-
нях, на которые она указывает, требуется функ-
циональная аннотация [3, 9]. Подобное исследо-
вание можно проводить с использованием широ-
кого спектра методов молекулярной и клеточной
биологии [10–12]. Технологии геномного редак-
тирования и полногеномных скринингов на ос-
нове геномных нуклеаз позволяют проводить
прямое тестирование функциональных гипотез в
релевантных клетках и обнаруживать дальнодей-
ствующие эффекты затронутых вариациями эн-
хансеров [13, 14]. Необходимой стадией любого
подобного проекта является прямое измерение
эффекта нуклеотидной вариации на связывание
релевантного фактора транскрипции с ДНК.

“Золотым стандартом” анализа ДНК-белко-
вых взаимодействий считается метод гель-ретар-
дации (electrophoretic mobility shift assay, EMSA),
основанный на способности белков специфично
связываться с меченым фрагментом дцДНК, что
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приводит к уменьшению подвижности такого
фрагмента при электрофорезе в полиакриламид-
ном геле [15]. EMSA подразумевает возможность
флуоресцентной, иммуногистохимической или
хемилюминесцентной детекции. В случае ис-
пользования радиоактивно меченного зонда ме-
тод обладает высокой чувствительностью, что в
принципе делает возможной гибридизацию с ми-
нимальными количествами белка и ДНК (100 пМ
и менее). Кроме того, метод позволяет работать с
фрагментами нуклеиновых кислот размером от
десятков до сотен, а в некоторых случаях до не-
скольких тысяч нуклеотидов, и использовать как
клеточные экстракты, так и очищенные белки
[16]. Однако метод EMSA технически достаточно
сложен и капризен. При использовании клеточ-
ных экстрактов, а не очищенных белков он поз-
воляет получить отчетливые полосы на геле и
проанализировать связывание только некоторых
семейств факторов транскрипции. Метод не дает
точной информации о нуклеотидной последова-
тельности сайта связывания белка, а электрофо-
ретическая подвижность комплекса в общем слу-
чае нелинейно зависит от размера белка, поэтому
для идентификации белковых компонентов ком-
плексов необходим так называемый супершифт-
анализ с использованием специфических антител
[17, 18]. Возможности подхода также часто огра-
ничены низкой стабильностью ДНК-белковых
комплексов в условиях гель-электрофореза [19].
Подобная проблема отсутствует в ряде альтерна-
тивных подходов, не требующих проведения
электрофореза, в частности, основанных на им-
мунопреципитации.

Футпринтинг белковых комплексов на ДНК
позволяет определить сайт связывания белка путем
анализа меченых фрагментов ДНК после их обра-
ботки ферментом или химическим агентом, внося-
щим разрывы, имеющие случайное положение
[20]. Как и EMSA, футпринтинг ДНК не требует
предварительных знаний о связывающемся белке,
дает возможность радиоактивной или флуорес-
центной детекции и позволяет работать с клеточ-
ными экстрактами. К преимуществам метода отно-
сится также возможность определения in vitro и
in vivo сайтов связывания сразу нескольких фак-
торов транскрипции с одним фрагментом ДНК,
формирования ДНК-белковых комплексов в на-
тивных условиях [21] и получение количествен-
ных характеристик ДНК-белковых взаимодей-
ствий [22]. С другой стороны, метод футпринтин-
га, не менее трудоемкий и капризный, чем EMSA,
можно использовать для всех семейств факторов
транскрипции.

Классический метод фиксации ДНК-белко-
вых комплексов на твердофазном носителе (на-
пример, на нитроцеллюлозной мембране) явля-
ется относительно простым, чувствительным и
быстрым способом изучения кинетики диссоциа-

ции комплексов [23]. Этот метод позволяет рабо-
тать с фрагментами ДНК большой длины [24], од-
нако анализ ДНК-белковых взаимодействий в
случае двух и более белков, связывающихся с
фрагментом нуклеиновой кислоты, становится
затруднительным [23]. Кроме того, одноцепо-
чечные фрагменты нуклеиновых кислот при
определенных условиях могут задерживаться на
фильтре без связывания с белком и повышать
общий фоновый уровень сигнала, что усложняет
идентификацию целевых сигналов связывания
[25]. Поскольку образцы не находятся в химиче-
ском равновесии, количественные оценки свя-
зывания белка с нуклеиновыми кислотами тре-
буют определения удерживающей способности
твердого носителя [26].

Развитие высокопроизводительных техноло-
гий не обошло стороной и ДНК-белковые взаи-
модействия, где находят активное применение
микрочипы [27–30], и системы, использующие
микрофлюидику [31] в комбинации с глубоким
секвенированием [32]. Подобные подходы позво-
ляют эффективно тестировать связывание изуча-
емых белков сразу с большим количеством раз-
ных фрагментов ДНК, но требуют специального
оборудования и в целом являются слишком доро-
гостоящими и медленными для определения свя-
зывания белков с несколькими вариантами кон-
кретного фрагмента ДНК.

Важнейшее значение имеет комплекс мето-
дов, основанных на иммунопреципитации хро-
матина (ChIP от “Chromatin ImmunoPrecipita-
tion”), т.е. на обработке живых клеток химиче-
скими агентами, ковалентно сшивающими ДНК
и белки, с последующей фрагментацией ДНК и
обогащением комплексами, содержащими целе-
вой белок, с использованием специфических ан-
тител [33, 34]. ДНК, оказавшуюся в составе ком-
плексов вследствие ДНК-белковых контактов,
можно анализировать при помощи количествен-
ной ПЦР, гибридизации с микрочипами (ChIP-
chip) или глубокого секвенирования (ChIP-seq)
[35, 36]. ChIP позволяет определять образование
ДНК-белковых комплексов in vivo в зависимости
от фазы клеточного цикла или типа клеточной ак-
тивации, а также минимизировать детекцию ар-
тефактных нерелевантных взаимодействий [37].
ChIP не требует работы с радиоактивной меткой,
этот метод позволяет относительно просто и де-
шево охарактеризовать при необходимости еди-
ничный локус. Важное ограничение любых ме-
тодов на основе ChIP состоит в применении спе-
цифических антител высокого качества (“ChIP
grade”), которые часто не распознают различные
изоформы одного белка [36, 38]. Применение
классического варианта ChIP ограничивает необ-
ходимость использования нескольких миллионов
клеток, что может вызывать затруднения при ра-
боте с редкими клеточными популяциями или с
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небольшими модельными организмами. Однако
в таком случае можно использовать модифициро-
ванный метод nano-ChIP-seq [39]. В силу особен-
ностей дизайна ChIP подходит для идентифика-
ции геномных областей, взаимодействующих с
факторами транскрипции, но не индивидуальных
сайтов связывания, однако это ограничение мож-
но существенным образом ослабить благодаря
увеличению статистической мощности экспери-
ментов ChIP-seq [40, 41]. Еще один недостаток
метода – невозможность выделить конкретный
белковый комплекс из совокупности всех ком-
плексов, имеющих общую субъединицу; на эф-
фективность метода также сильно влияет состоя-
ние хроматина в областях связывания [42].

Интересные возможности предоставляет клас-
сический вариант метода осаждения ДНК (“DNA
pull-down”), основанный на использовании био-
тинилированной ДНК-пробы, что позволяет про-
вести обогащение ДНК-белковыми комплексами с
использованием стрептавидина и твердофазного
носителя – магнитных частиц или агарозы [43]. К
преимуществам этого метода относится возмож-
ность работы с интактными ДНК-белковыми ком-
плексами в отсутствие артефактов, вызванных
химическими сшивками, а также возможность
определения белка как вестерн-блотингом, так и
при помощи масс-спектрометрии. К ограничени-
ям метода следует отнести возможность его ис-
пользования только in vitro и быстрый рост неспе-
цифического связывания с увеличением длины
изучаемого фрагмента ДНК, а также при отсут-
ствии нуклеаз. Кроме того, потенциально наибо-
лее интересная детекция белка с помощью масс-
спектрометрии, не требующая предварительной
гипотезы и антител для ее проверки, чувствитель-
на к концентрации и степени очистки белка и по-
этому не всегда применима для изучения слож-
ных белковых смесей [18, 44].

Разработанный нами метод напоминает DNA
pull-down по постановке реакции связывания и
классический ChIP по дальнейшему обогащению
специфическими ДНК-белковыми комплексами
и их детекции. При этом не используются ни ко-
валентные сшивки, ни биотинилирование ДНК-
пробы. В данной статье детально рассмотрен наш
метод, его сильные стороны и ограничения, кото-
рые он унаследовал от этих двух подходов, а также
наш опыт по выбору SNP и факторов транскрип-
ции для анализа.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Описанный ниже протокол имеет достаточно

универсальный характер, он применим к любым
факторам транскрипции, к которым имеются спе-
цифические антитела, и полиморфным генетиче-
ским элементам, не подверженным эпигенетиче-
ским модификациям. Протокол будет изложен на

конкретном примере SNP rs630923 в промоторе ге-
на хемокинового рецептора CXCR5, ассоцииро-
ванного с предрасположенностью к прогрессии
рассеянного склероза и затрагивающего сайт свя-
зывания фактора транскрипции MEF2C [45].

Используемые в эксперименте контроли. В каче-
стве контролей используют (рис. 1):

– Нерелевантную последовательность ДНК.
Отражает неспецифическое связывание интересу-
ющего фактора транскрипции с ДНК.

– Контроль без ядерных экстрактов. Позволя-
ет детектировать неспецифическое связывание
используемых антител с ДНК.

– Контроль без антител. Позволяет контроли-
ровать неспецифическое связывание ДНК-белко-
вых комплексов с частицами белок-А-сефарозы.

– Изотипный контроль. Позволяет контроли-
ровать неспецифическое связывание антител с
ДНК-белковыми комплексами.

Технически успешным необходимо считать
эксперимент, в котором значения для этих кон-
тролей идентичны во всех пробах и не зависят от
характера используемого фрагмента ДНК. В та-
ком случае эти значения можно принять за фоно-
вые и при расчетах вычитать их из эксперимен-
тальных значений.

Изготовление ДНК-проб. Амплифицируют
фрагменты промотора CXCR5 длиной 155 п.н. (ре-
комендуемая длина фрагментов от 150 до 250 п.н.;
также можно использовать фрагменты длиной
до нескольких тысяч пар нуклеотидов, это ухуд-
шит соотношение сигнал/шум, но позволит луч-
ше учесть хромосомный контекст) в следующих
вариантах:

– Оригинальный участок промотора с “С” ва-
риантом полиморфизма.

– Участок промотора с “A” вариантом поли-
морфизма.

– Участок промотора с “A” вариантом поли-
морфизма и мутациями в сайте связывания
MEF2C.

Амплифицируют контрольный нерелевантный
участок ДНК длиной 155 п.н., не содержащий сай-
тов связывания MEF2C (проверка осуществлена с
использованием сервиса JASPAR (см. далее) и мо-
делей сайтов связывания факторов транскрипции,
содержащихся в данной базе). В дальнейшем дан-
ный контроль подвергают всем тем же манипуля-
циям, что и остальные ДНК-пробы (рис. 1). Хоро-
шим вариантом контрольного фрагмента, осо-
бенно при использовании ДНК-пробы большей
длины, является идентичный фрагмент ДНК, со-
держащий делецию предполагаемого участка свя-
зывания изучаемого фактора транскрипции.

Выделение ядерных экстрактов (источники фак-
торов транскрипции). Клетки (30 млн.) линии Raji
или Daudi осаждают центрифугированием (4°C,
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1200 g, 5 мин), однократно промывают охлажден-
ным фосфатно-солевым буфером (PBS). Осадок
ресуспендируют в буфере А (3 мл буфера на 30 млн.
клеток), встряхивают в течение 10 с и инкубируют
на льду в течение 5 мин, лизат центрифугируют
(13000 g, 4°C, 15 с), супернатант удаляют. Гелеоб-
разный осадок ресуспендируют в низкоионном
буфере B (1 : 1 по объему), к суспензии добавляют
высокоионный буфер С (2 : 1 по объему) и инку-
бируют в течение 15 мин на льду, после чего цен-
трифугируют (13000 g, 4°C, 20 мин).

Работы проводят на льду. Супернатант акку-
ратно переносят в криопробирки (100 мкл на про-
бирку). В дальнейшем аликвоты хранят в жидком
азоте.

Буфер A: 10 мМ Трис-HCl pH 8.0, 0.32 M саха-
роза, 2 мМ ацетат магния, 0.1 мМ EDTA, 3 мМ
CaCl2, 0.5% NP-40, 1 мМ DTT, 0.5 мМ PMSF,
коктейль ингибиторов протеаз (SigmaFast). Бу-
фер B: 20 мM HEPES pH 7.9, 1.5 мМ MgCl2, 0.02 M
KCl, 0.2 мМ EDTA, 25%-ный глицерин, 0.5 мМ
DTT, 0.5 мМ PMSF, коктейль ингибиторов про-
теаз (SigmaFast). Буфер C: 20 мМ HEPES pH 7.9,
1.5 мM MgCl2, 0.8 M KCl, 0.2 мМ EDTA, 25%-ный
глицерин, 1% NP-40, 0.5 мМ DTT, 0.5 мМ PMSF,
коктейль ингибиторов протеаз (SigmaFast).

Смешивание ДНК-фрагментов, ядерных экс-
трактов и специфичных антител. В 100 мкл буфера
для инкубации смешивают 100 нг ДНК-фрагмен-
та и 10 мкл ядерного экстракта (около 50 мкг сум-

марного белка). К раствору также добавляют 5 мкг
оцДНК-конкурента (ДНК из спермы лосося),
1 мМ DТТ и коктейль ингибиторов протеаз
(SigmaFast). Раствор инкубируют на льду в течение
1 ч. На данном этапе целесообразно включить
контроль без ядерных экстрактов (рис. 1). Пробы
этого контроля подвергаются тем же манипуля-
циям, что и остальные.

К раствору добавляют 2 мкг антител к MEF2C
(ab79436, Abcam) или 2 мкг изотипных антител
для контроля (неспецифические IgG антитела
кролика). Раствор инкубировали на льду в тече-
ние 1 ч. На этом этапе целесообразно поставить
контроль без антител (рис. 1).

Буфер для инкубации: 12 мМ HEPES pH 8.0,
60 мМ KCl, 4 мМ Tрис-HCl pH 8.0, 5%-ный гли-
церин, 0.5 мМ EDТА.

Подготовка частиц сефарозы с белком А. Части-
цы сефарозы с белком А промывают 3 раза буфе-
ром RIPA, после последней промывки буфер уда-
ляют. Осуществляют забивку частиц: добавляют
оцДНК из спермы лосося из расчета 75 нг на 1 мкл
частиц, бычий сывороточный альбумин из расче-
та 0.1 мкг на 1 мкл частиц и RIPA-буфер (1 : 1 по
объему). Инкубируют при 25°С в течение 30 мин
при постоянном перемешивании. Частицы про-
мывают 1 раз буфером RIPA.

Буфер RIPA: 50 мМ Трис-HCl pH 8.0, 2 мМ
EDTA pH 8.0, 150 мМ NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS,

Рис. 1. Типы контролей, используемых при анализе ДНК-белковых взаимодействий методом иммунопреципитации.
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0.5% дезоксихолата натрия, коктейль ингибито-
ров протеаз (SigmaFast).

Иммунопреципитация ДНК-белковых комплек-
сов на подготовленных частицах сефарозы с белком А.
К растворам с ДНК, ядерными экстрактами и ан-
тителами добавляют по 60 мкл подготовленных
частиц сефарозы с белком А. Суспензию инкуби-
руют на ротаторе в течение ночи при 4°С, после че-
го образцы центрифугируют (2000 g, 1 мин), а су-
пернатант удаляют. Проводят серию однократных
отмывок (частицы центрифугируют после каждой
отмывки при 2000 g в течение 1 мин, супернатант
удаляют): в низкосолевом буфере, в высокосоле-
вом буфере, в промывочном LiCl буфере.

Низкосолевой буфер: 20 мМ Трис-HCl pH 8.0,
150 мМ NaCl, 0.1% SDS, 2 мМ EDTA, 1% Triton
X-100. Высокосолевой буфер: 20 мМ Трис-HCl
pH 8.0, 500 мМ NaCl, 0.1% SDS, 2 мМ EDTA, 1%
Triton X-100. Промывочный LiCl буфер: 10 мМ
Трис-HCl pH 8.0, 1% NP-40, 1% дезоксихолата
натрия, 0.25 М LiCl, 1 мМ EDТА.

Элюция ДНК с частиц сефарозы. К частицам
добавляют 120 мкл буфера для элюции, инкубиру-
ют при 30°С в течение 15 мин при интенсивном пе-
ремешивании, центрифугируют (2000 g, 1 мин), су-
пернатант переносят в чистую пробирку. Буфер
для элюции: 1% SDS, 100 мМ NaHCO3, pH 8.0.

Количество целевой ДНК в супернатанте оцени-
вают методом ПЦР в реальном времени с помо-
щью праймеров, использованных для амплифи-
кации исходных фрагментов ДНК.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Общий план эксперимента по анализу диффе-

ренциального связывания факторов транскрип-
ции с аллельными вариантами SNP генов челове-
ка можно разделить на несколько этапов (рис. 2).

Выбор факторов транскрипции для исследования
Список факторов транскрипции составляли

in silico с использованием биоинформатических
подходов. Решить данную задачу позволяет он-
лайн-сервис Perfectos-Ape [46], который использу-
ет курируемые модели сайтов связывания факторов
транскрипции из ряда баз данных: HOCOMOCO
[47], JASPAR [48], HT-SELEX [49], SwissRegulon
[50], HOMER (http://homer.ucsd.edu/homer/). По
нашему опыту предсказания, наилучшим обра-
зом подтверждаемые в ходе дальнейших исследо-
ваний, получают из результатов, общих для моде-
лей из HOCOMOCO и JASPAR. Дополнительно
из списка исключаются факторы транскрипции с
низкой экспрессией в используемой клеточной
модельной системе. Для оценки уровня экспрес-
сии мы использовали данные, представленные в
базе Cancer Cell Line Encyclopedia [51]. Наконец, на

основе анализа опубликованных данных исключа-
ют факторы транскрипции, не имеющие функцио-
нального отношения к исследуемому биологиче-
скому явлению. Полученный список по-прежнему
носит сугубо предсказательный характер и требует
дальнейшей функциональной верификации, но
подобная оптимизация позволяет значительно со-
кратить затраты времени и материальных ресурсов.

Экспериментальная проверка
биоинформатических предсказаний

Фрагменты ДНК, содержащие разные вариан-
ты исследуемого полиморфизма, инкубировали с
ядерными экстрактами, полученными из реле-
вантной для конкретного эксперимента клеточ-
ной линии. Далее с использованием антител к
идентифицированному фактору транскрипции
проводили иммунопреципитацию целевых ДНК-
белковых комплексов. Количество целевой ДНК
в препаратах после преципитации оценивали ме-
тодом ПЦР в реальном времени. Поскольку кон-
центрация фактора транскрипции в ядерном экс-
тракте не известна, эта процедура не позволяет
оценить сродство целевого белка к соответствую-
щим нуклеотидным последовательностям. Одна-
ко сравнение сигналов, полученных с ДНК-про-
бами, содержащими разные аллельные варианты
SNP, показывает, зависит ли эффективность свя-
зывания от исследуемого полиморфизма.

Отдельно необходимо отметить, что рекомен-
дуется использовать не только фрагменты ДНК,
содержащие природные аллели SNP, но и фраг-
менты, несущие точечные мутации в других пози-
циях предсказанного сайта связывания, которые
могли бы привести к его полному разрушению.
При планировании подобных мутаций необходи-
мо ориентироваться на лого-диаграммы и пози-
ционно-весовые матрицы для консенсусных сай-
тов связывания, представленные в базах данных
HOCOMOCO и JASPAR, и проводить замены в
наиболее консервативных позициях. Это важный
контроль, позволяющий наилучшим образом
оценить уровень фонового сигнала.

Функциональное изучение корреляции между 
связыванием фактора транскрипции и уровнем 

активности исследуемого регуляторного элемента
Эту задачу мы решали с помощью люцифераз-

ных репортерных конструкций (в частности, на
базе вектора pGL3 basic, “Promega”, США), со-
держащих регуляторные элементы гена с разными
вариантами изучаемого полиморфизма, и тестиро-
вания их активности в релевантной клеточной мо-
дели. Под релевантной клеточной моделью следует
понимать ту линию клеток человека, для которой
физиологична как экспрессия исследуемого гена,
так и активность идентифицированного фактора
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транскрипции. Например, для изучения роли фак-
тора транскрипции MEF2C [52] в rs630923-зави-
симой регуляции промотора гена хемокинового
рецептора CXCR5 [53] использовали B-лимфо-
бластоидные клеточные линии Raji и Daudi [45], а
для выявления роли rs928413 и CREB1 [54] в мо-
дуляции активности промотора гена IL33 [55] –
линию клеток рака легкого NCIH-196 [56, 57].

Хорошей стратегией представляется также оцен-
ка активности данных конструкций в условиях либо
подавления экспрессии, либо активации исследуе-
мого фактора транскрипции. В области подавления
экспрессии хорошо зарекомендовали себя малые
интерферирующие РНК (siRNA), подобрать ко-
торые можно с использованием как базы данных
NCBI probe [58], так и опубликованных данных
(например, [59]).

Активация фактора транскрипции необходи-
ма в том случае, если базовой активности фактора
недостаточно для получения достоверных эффек-
тов. Например, фактор CREB1 в клетках рака лег-
кого активировали с использованием провоспа-
лительного цитокина фактора некроза опухолей
[56], фактор ASCL2 в B-лимфобластоидных и мо-
ноцитоподобной линиях – посредством индук-
ции Wnt-сигнального каскада [60] с использова-
нием LiCl [61], а фактора MEF2C в B-лимфобла-
стоидных клетках – через запуск B-клеточного
ответа с использованием липополисахарида и
иономицина [45].

В представленной работе приведено подробное
описание отработанного в нашей лаборатории ме-
тода иммунопреципитации ДНК-белковых ком-
плексов in vitro с последующей оценкой количества
связавшейся ДНК при помощи ПЦР в реальном
времени. Метод не требует химической модифика-

Рис. 2. Общая схема эксперимента по идентификации факторов транскрипции, различия в связывании которых с разными
аллельными вариантами полиморфизмов в регуляторных элементах генов могут влиять на активность этих элементов.
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ции ДНК-пробы и воспроизводимо работает на
полных ядерных экстрактах из культивируемых
клеток человека. Полученные результаты позволя-
ют говорить о валидности подхода в целом и о пер-
спективности его использования для функцио-
нальной аннотации однонуклеотидных полимор-
физмов.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (№ 14-14-01140) и Программы
фундаментальных исследований государствен-
ных академий наук на 2013-2020 годы (тема
№ 01201363817).
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ASSESSING RELATIVE EFFICIENCY OF TRANSCRIPTION FACTOR BINDING
TO ALLELIC VARIANTS OF REGULATORY REGIONS OF HUMAN GENES 

USING IMMUNOPRECIPITATION AND REAL-TIME PCR
N. A. Mitkin1, K. V. Korneev1, A. M. Gorbacheva1, 2, and D. V. Kuprash1, 2, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Faculty of Biology, Department of Immunology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia

*e-mail: kuprash@gmail.com

Efficiency of interaction of specific transcription factors with allelic DNA variants may differ. In humans, this
phenomenon represents an important mechanism of gene regulation and contributes to the individual sus-
ceptibility to various diseases. Analysis of genetic and epigenetic data enables prediction of how any particular
DNA variant influences the binding of transcription factors. However, predictions of this kind require experimen-
tal verification. In this article, we describe an in vitro method of immunoprecipitation of DNA-protein complexes,
followed by quantification of bound DNA using real-time PCR. The method does not require chemical modifi-
cation of the DNA probes and reproducibly works on total nuclear extracts from cultured human cells.

Keywords: immunoprecipitation, DNA-protein interactions, transcription factors
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