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Взаимодействие белков с ДНК лежит в основе всех процессов функционирования клетки. К ним
относятся: транскрипция, репликация и репарация ДНК, поддержание структуры хромосомы, ак-
тивация и ингибирование генов с помощью белков-факторов транскрипции и белков-ферментов,
участвующих в модификации хроматина, поддержании структуры нуклеосом, контроле экспрессии
генов и т.д. Транскрипционные факторы (ТФ) связываются с определенными наборами последова-
тельностей ДНК, активируя или ингибируя транскрипцию генов, а также участвуют в разнообраз-
ных процессах передачи сигнала, включая изменение дифференцировки клеток, развития и влия-
ния окружающей среды. Такая важная роль взаимодействий ДНК с транскрипционными фактора-
ми способствовала их активному изучению в течение многих лет и разработке различных методов
для определения сайтов связывания на матрице ДНК и белков, взаимодействующих с ними, вклю-
чая футпринтинг, саузерн- и вестерн-блотт-анализы, систематическую эволюцию лигандов экспо-
ненциальным обогащением (SELEX), иммунопреципитацию хроматина (ChIP), сдвиг электрофо-
ретической подвижности (EMSA), поверхностный плазмонный резонанс (SPR) и т.д. Каждый ме-
тод имеет свои преимущества и недостатки. Методы и подходы, используемые для изучения
связывания ТФ/ДНК, можно разделить на in vivo и in vitro. Методы in vivo (например, ChIP) исполь-
зуются для изучения взаимодействия ТФ/ДНК, происходящего в конкретных условиях, включаю-
щих тип ткани, клетки, момент времени и др., и сканирования сайтов связывания ТФ по всему ге-
ному. Методы in vitro используются для изучения взаимодействия ТФ/ДНК, обусловленного только
структурой белка и ДНК, для определения последовательностей сайтов связывания, силы взаимо-
действия и характеристики комплексов ТФ/ДНК. В обзоре будут перечислены наиболее широко
используемые для изучения ДНК-белковых взаимодействий методы in vitro, так как по каждому из
них есть хорошие обзоры. Подробно будут рассмотрены метод футпринтинга и методы определения
сродства ДНК/белок, скоростей связывания и диссоциации комплексов ДНК/белок.
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лок/ДНК, метод футпринтинга, сдвиг электрофоретической подвижности, поверхностный плаз-
монный резонанс
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ВВЕДЕНИЕ
ДНК-белковые взаимодействия участвуют в

разнообразных биологических процессах, таких
как репликация, транскрипция и репарация
ДНК, поддержание структуры хромосомы, акти-
вация и ингибирование генов с помощью белков-
факторов транскрипции и белков-ферментов,
участвующих в модификации хроматина, поддер-
жании структуры нуклеосом, контроле экспрес-
сии генов и т.д. Транскрипционные факторы
(ТФ) – это белки, контролирующие транскрип-
цию (синтез мРНК на матричной ДНК) самосто-
ятельно или чаще в комплексе с другими белка-
ми, так как считается, что около 80% белков не

работают в одиночку (Berggard et al., 2007). Глав-
ная характеристика ТФ заключается в том, что в
их составе содержится не менее одного ДНК-свя-
зывающего домена, который взаимодействует с
определенным участком ДНК, расположенным в
регуляторном районе гена. В геноме человека 6%
всех генов кодируют ТФ – таким образом, ТФ яв-
ляются вторым по величине семейством белков
после ферментов (10%) (Lambert et al., 2018).
Транскрипционные факторы связываются с
определенными наборами последовательностей
ДНК, активируя или ингибируя транскрипцию
генов (Wang et al., 2008; Yamazaki et al., 2013; Slat-
tery et al., 2014). Связывание ТФ с ДНК крайне
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важно для процессов развития и ответов на сиг-
налы окружающей среды. Известно, что амино-
кислотные замены, изменяющие структуру бел-
ка, объясняют довольно небольшую часть (от 0 до
25%) различий в активности ферментов между
различными видами, а замены в некодирующих
частях гена (промотор, энхансер, 5'- и 3'-нетранс-
лируемые области) обусловливают большинство
различий активности, реализуемых через взаимо-
действие ТФ с этими районами генов (Loehlin
et al., 2019; Garcia-Alonso et al., 2019; Castellated
et al., 2020). Нарушение взаимодействия ТФ с
ДНК может привести к развитию многих феноти-
пических нарушений, в том числе, различных за-
болеваний у человека (Bulyk, 2006; Brown, Jack-
son, 2015; Jackson et al., 2018). Понимание того, ка-
ким образом ТФ распознают свои сайты
связывания на матрице ДНК, является основой
для понимания регуляции транскрипции в норме
и при различных нарушениях. Но достижение
этого понимания осложняется многочисленны-
ми уровнями сложности, которые лежат между
активностью TФ и фенотипом, начиная со слож-
ности в связывании TФ/ДНК, вариабельности
участков связывания ТФ и локальной структуры
ДНК, геномного контекста, посттрансляцион-
ных процессов регуляции и т.д. Такая важная
роль ДНК-белковых взаимодействий способ-
ствовала их активному изучению в течение мно-
гих лет и разработке различных методов для опре-
деления сайтов связывания на матрице ДНК и
белков, взаимодействующих с ними. Связывание
и функции TФ регулируются на нескольких уров-
нях. Первый и наиболее фундаментальный уро-
вень регуляции достигается за счет предпочтитель-
ного связывания TФ со специфическими последова-
тельностями ДНК (Luscombe et al., 2000; Badis et al.,
2009; Jolma et al., 2010; Rossouw et al., 2012). Следую-
щие уровни регулирования достигаются пост-
трансляционными модификациями доменов TФ
или связыванием корегуляторов (Slattery et al.,
2011; Siggers et al., 2011; Xiao et al., 2016). Модифи-
кации, в свою очередь, могут влиять на актив-
ность и клеточное расположение TФ. Генетиче-
ские вариации сайтов связывания ТФ часто связаны
с различиями в транскрипции между индивидуума-
ми и видами, что подчеркивает необходимость их
точной характеристики (Kasowski et al., 2010; Behera
et al., 2018; Wissink et al., 2019).

МЕТОДЫ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ
БЕЛКОВ С ДНК

Существуют многочисленные методы, как
экспериментальные, так и вычислительные, ко-
торые позволяют обнаружить и всесторонне оха-
рактеризовать специфичность, с помощью которой
ТФ взаимодействуют с сайтами ДНК. Для характе-
ристики взаимодействий TФ с ДНК используются

два разных подхода: in vitro и in vivo. Способы in vitro,
как правило, нацелены на то, чтобы идентифици-
ровать сайты консенсусного связывания TФ, по-
лучить характеристику аффинности и энергии
связывания и других параметров, влияющих на
взаимодействие. Методы in vivo также дают ин-
формацию о сайтах связывания TФ, но в биоло-
гическом контексте специфичных взаимодей-
ствий, и об их распределении по всему геному.

Экспериментальные методы можно далее под-
разделить на методы, которые дают качественные
или количественные характеристики, причем
большинство методов относится к первой катего-
рии. Для определения взаимодействия ДНК–бе-
лок in vitro и in vivo было разработано множество
подходов, которые рассматриваются ниже, вклю-
чая метод отпечатков (стопы) (footprinting), который
использовался для выявления сайтов связывания
белка на матрице ДНК (промоторы, энхансеры, сай-
ленсиры) и выявления их последовательности
(Galas et al., 1978; Kiyama, Oishi, 1995).

Метод систематической эволюции лигандов ме-
тодом экспоненциального обогащения (systematic evo-
lution of ligands by exponential enrichment, SELEX) для
определения высокоаффинных олигонуклеотидов,
связываемых белками, был разработан в 1990 г. Ту-
ерком и Голдом (Tuerk, Gold, 1990). Метод осно-
ван на использовании чередующихся циклов от-
бора аптамеров (одноцепочечные ДНК или РНК)
из рандомизированных библиотек вариабельных
последовательностей и их амплификации (Djord-
jevic, 2007). Несвязавшиеся олигонуклеотиды от-
мывались; последовательности, связанные в пер-
вом раунде, амплифицировались, переводились в
одноцепочечное состояние и снова связывались
тем же белком. В результате через несколько ра-
ундов связывания получали популяцию из высо-
коаффинных олигонуклеотидов, которые можно
было выделить и секвенировать.

Метод сдвига электрофоретической подвижно-
сти (electrophoretic mobility shift assay, EMSA)
(Ruscher et al., 2000) основан на торможении в ге-
ле ДНК, связанной с белком, относительно сво-
бодной ДНК (РНК). Метод широко используется
для количественного определения сродства белка
и ДНК, для определения кинетических характе-
ристик образования комплексов ДНК как с инди-
видуальными белками, так и с ядерными и кле-
точными экстрактами (Henriksson-Peltola et al.,
2007).

Метод cаузерн-блоттинга (sousern-blotting as-
say) включает электрофорез в агарозном геле для
фракционирования ДНК, соединенный с метода-
ми переноса разделенной по длине ДНК на мем-
бранный фильтр для гибридизации c заданной по-
следовательностью (Stoddard, Howe, 1989; Brown,
2001).
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Метод вестерн-блоттинга (western blotting assay)
используется для определения в образце интере-
сующих белков, которые после электрофореза в
денатурирующих условиях переносятся на нитро-
целлюлозную мембрану и детектируются с помо-
щью специфичных антител (Kurien, Scofield,
2006; Mishra et al., 2017).

Метод саузерн-вестерн блоттинга (southwestern
assay) используется для определения белков и их
специфических сайтов связывания. В этом ана-
лизе используется разделение белков в полиакри-
ламидном геле с додецилсульфатом натрия, рена-
турация белков, перенос электроблоттингом на им-
мобилизирующую мембрану и визуализация по их
связыванию с радиоактивно меченой ДНК методом
авторадиографии (Dooley et al., 1992; Labbe et al.,
2009).

Метод иммунопреципитации хроматина (chro-
matin immunoprecipitation, ChIP) (Kim, Ren, 2006;
Kaboord, Perr, 2008; Pawlak et al., 2018) и его вари-
ации (Spencer et al., 2003; Zeng et al., 2006) были
разработаны для поиска мест связывания ТФ по
всему геному in vivo и для изучения модификаций
гистонов. Метод основан на обработке живых
клеток формальдегидом, вызывающим образова-
ние ковалентных сшивок между ДНК и взаимо-
действующими с ней белками, выделении, рас-
щеплении ДНК на небольшие фрагменты, добав-
лении антител, специфических к исследуемому
белку и иммунопреципитации. Вместе с белком
выделяются районы ДНК, с которыми он связан.
Для определения нуклеотидной последователь-
ности районов связывания белка используются
высокопроизводительные методы секвенирова-
ния (Lee et al., 2006; Hoffman, Jones, 2009).

Метод поверхностного плазмонного резонанса
(surface plasmon resonance, SPR) (Stockley, Pers-
son, 2009) – оптический метод обнаружения вза-
имодействия двух разных молекул, в которых од-
на подвижна, а другая закреплена на сенсорной
поверхности микрочипа, – используется для
определения силы взаимодействия между нукле-
иновыми кислотами и белком для изучения пара-
метров образующихся комплексов. Метод осно-
ван на изменении показателя преломления пада-
ющего света определенной длины волны на
поверхности биосенсора при образовании ком-
плекса, которое регистрируется в виде сенсограм-
мы – зависимости сигнала от времени и массы
(Mariani, Minunni, 2014).

Метод фагового дисплея (phage display assay)
разработан для изучения белок/белок-, бе-
лок/пептид- и белок/ДНК-взаимодействий в
1985 г. Смитом (Smith, 1985) и В. Петренко одно-
временно. Смит в 2018 г. получил за разработку
этого метода Нобелевскую премию по химии.
Метод заключается в том, что ген исследуемого
белка или белкового домена встраивается в ген

оболочки бактериофага, и фаг синтезирует чужой
белок на своей оболочке. Большое разнообразие
белков, экспрессируемых таким образом, дает
пул вариантов, называемых библиотекой фагово-
го дисплея, из которой белок может быть выделен
и почти аффинно очищен с помощью антител
или высокоаффинных участков ДНК и может ис-
пользоваться для изучения его взаимодействия с
другими белками, нуклеиновыми кислотами, ан-
тителами и т.д. (Choo, Klug, 1995; Isalan, Choo,
2001).

Метод дрожжевого одногибридного анализа
(yeast one-hybrid assay, Y1H) (Alexander et al., 2001)
разработан для идентификации белков, которые
связываются со специфическим фрагментом ДНК.

Метод дрожжевого двугибридного анализа (yeast
two-hybrid assay, Y2H) (Vidal et al., 1996) использу-
ют для определения сетей взаимодействующих
белков. Эти методы основаны на том, что боль-
шинство ТФ содержат ДНК-связывающий и ак-
тивирующий домены. Если эти домены физиче-
ски разделены, то ТФ не активен и не может при-
влечь РНК-полимеразу на промотор, чтобы
инициировать транскрипцию. При взаимодей-
ствии домены сближаются, и ТФ становится ак-
тивным.

В случае дрожжевого одногибридного анализа
к ДНК-связывающему домену присоединяется
исследуемая на взаимодействие с белком после-
довательность ДНК (которую часто называют
приманкой), и с активирующим доменом (добы-
ча) трансляционно слит исследуемый белок, а в
случае двугибридного анализа к обоим доменам
присоединяются белки для выяснения взаимо-
действия между ними, оба они экспрессируются в
одной дрожжевой клетке. Если белок взаимодей-
ствует с ДНК-последовательностью (Y1H) или
белки взаимодействуют друг с другом (Y2H), то
активирующий и ДНК-связывающий домены
сближаются, ТФ переходит в активное состояние
и в клетке инициируется транскрипция репор-
терного гена. Если взаимодействия нет между
двумя белками или между белком и последова-
тельностью ДНК, то транскрипции репортерного
гена не наблюдается.

Метод биохимической экстракции белков (pull-
down assay) используется для обнаружения физи-
ческих взаимодействий между двумя или более бел-
ками и для подтверждения предсказанного межбел-
кового взаимодействия или выявления новых взаи-
модействующих партнеров (Louche et al., 2017).
Метод схож по методологии с экспериментами по
коиммунопреципитации с использованием аф-
финного лиганда для захвата взаимодействующих
белков. Разница между этими двумя методами за-
ключается в том, что при коиммунопреципитации
используются иммобилизованные антитела для за-
хвата белковых комплексов, а в pull-down использу-
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ется очищенный и биохимически меченый белок,
иммобилизованный на аффинном лиганде – это
биотинилированный ДНК-зонд, связанный со
стрептавидином в качестве “приманки” для свя-
зывания любых взаимодействующих белков, ко-
торые могут быть получены из клеточных и ядер-
ных экстрактов, систем экспрессии и др. (Maryas
et al., 2018). Неспецифически связанные и с низким
сродством белки вымываются, остаются белки,
связанные с высокой аффинностью. Затем они
идентифицируются с помощью методов EMSA и
масс-спектрометрии (Singh, Nath, 2019).

С помощью многочисленных полномасштаб-
ных исследований определены ДНК-связывающие
мотивы транскрипционных факторов из широкого
спектра организмов. В результате выяснился эво-
люционный консерватизм специфичности связы-
вания ТФ, свидетельствующий о том, что ТФ с
близкородственными по аминокислотной после-
довательности доменами для связывания ДНК
(РНК) имеют очень похожие последовательности
сайтов связывания (Weirauch et al., 2014), что мо-
жет использоваться для предсказания ТФ, связы-
вание которых изменено полиморфизмами, ассо-
циированными с повышенным риском заболева-
ний человека (Ray et al., 2013).

Каждый метод имеет свои преимущества и не-
достатки. Например, подходы с высокой про-
пускной способностью очень эффективны при
определении сайтов взаимодействия белок/ДНК
в масштабе полного генома, что способствовало
разработке успешных биоинформатических ин-
струментов для анализа и прогнозирования сай-
тов связывания транскрипционных факторов с
ДНК. Но эти методы слишком дороги, чтобы ис-
пользоваться в ежедневной практике. Поэтому
классические методы анализа ДНК-белковых
взаимодействий, а также их модификации, не
утрачивают своей значимости и часто бывают не-
обходимы для уточнения деталей результатов, по-
лученных в полномасштабных исследованиях.
Мы рассмотрим более подробно некоторые клас-
сические методы, использующиеся in vitro для
уточнения результатов общегеномных исследова-
ний и получения количественных характеристик
комплексов белок/ДНК.

МЕТОД ФУТПРИНТИНГА
Метод футпринтинга (footprinting) с использо-

ванием ДНКазы I – один из первых методов для
визуализации физических контактов при связы-
вании белка с последовательностью ДНК, кото-
рый был разработан в 1978 г. Галасом и Шмитцем
(Galas, Schmitz, 1978). Метод представляет собой со-
четание метода выделения фрагментов ДНК, защи-
щенных белком от гидролиза ДНКазой I и метода се-
квенирования Максама–Гилберта. С помощью
электрофореза в денатурирующем полиакрил-

амидном геле (ПААГе) сравнивают связанные
белком последовательности ДНК, меченные ра-
диоактивным фосфором по 5'-концу и обрабо-
танные ДНКазой I, с контрольными, гидролизо-
ванными ДНКазой I, но не связанными белком.
Каждая дорожка образует лесенку из бандов
ДНК, но на одной дорожке остается “след” – от-
сутствие бандов на месте связывания белка, – на
основании чего расшифровывается последова-
тельность сайта связывания (рис. 1).

Для экспериментов может использоваться лю-
бая нуклеаза, но ДНКаза I является самым про-
стым вариантом нуклеазы – эндонуклеазой, спе-
цифичной к двуцепочечной ДНК и не имеющей
специфичности к последовательности ДНК, хотя
некоторую предпочтительность к основаниям
ДНК и ее структуре она все же имеет (Cardew, Fox,
2010). Это выражается в разной интенсивности бан-
дов. Практически любая последовательность ДНК
может служить субстратом для ДНКазы I, но пред-
почтительно использовать относительно корот-
кие фрагменты длиной 80–300 п.н. и последова-
тельности, которые не обогащены GC-парами и
не содержат длинных повторов AT-пар, которые
плохо гидролизуются (Bailly et al., 2005) и, соот-
ветственно, дают плохое разрешение полос при
электрофорезе и их не так легко обнаружить. При
использовании метода футпринтинга необходи-
мо оптимизировать как количество ДНКазы I,
так и минимальную концентрацию ДНК-связы-
вающего белка. Условия надо подбирать так, что-
бы в реакционной смеси не было избытка ДНК
по отношению к белку. Иначе избыточная ДНК
будет гидролизоваться, банды появятся на месте
“следа” белка и усложнят или исказят картину
футпринта. При инкубации неочищенных образ-
цов белка с фрагментом ДНК необходимо добав-
лять в реакционную смесь конкурентную ДНК
для исключения неспецифического связывания
белков. Поскольку при футпринтинге метится
одна нить ДНК, это позволяет определить нить, с
которой связывается белок. Метод футпринтинга
также используется для выявления сайтов связы-
вания лекарств c ДНК (Bailly et al., 2005). Моди-
фикации этого метода включают использование
автоматического секвенатора ДНК вместо гель-
электрофореза и авторадиографии, и флуорес-
центное мечение ДНК вместо радиоактивного
(Yindeeyoungyeon, Schell, 2000; Wilson et al., 2001),
когда не требуется высокая точность.

Может также проводиться химическое рас-
щепление ДНК с использованием гидроксиль-
ных радикалов (Tullius, Dombroski, 1987). Гидро-
ксильные радикалы производятся в результате
реакции между  и H2O2 и представляют собой
высоко реакционноспособные свободно диф-
фундирующие частицы небольшого размера (Tul-
lius, Dombroski, 1987) в отличие от громоздкой

+
2Fe
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молекулы ДНКазы I. В результате они способны
гидролизовать углеродные связи через маленькую
бороздку ДНК, проникая более близко к связанно-
му белку, и более точно локализовать положение
сайта связывания (отпечаток), но, к сожалению,
они также могут гидролизовать более доступные
для них основания под белком и искажать фут-
принт. Гидролиз радикалами также дает четкую
лесенку бандов из продуктов расщепления, не за-
висящую от последовательности.

В настоящее время для общегеномных иссле-
дований (genome-wide association studies, GWAS)
часто используется метод гидролиза ДНКазой I с
последующим высокопроизводительным секвени-
рованием (метод DNAse-seq) (Boyle et al., 2008;
Song, Crawford, 2010). Выявление гиперчувстви-
тельных сайтов ДНКазы I исторически было цен-
ным инструментом для идентификации различ-
ных типов регуляторных элементов (включая
промоторы, энхансеры, инсуляторы и др.). Ис-
следования показали, что большинство таких
элементов, связанных с распространенными за-
болеваниями и признаками, сконцентрировано в
регуляторной ДНК, обогащенной гиперчувстви-
тельными участками ДНКазы I (Maurano et al.,
2012).

ДНКазу I используют для расщепления обед-
ненной нуклеосомами ДНК, тогда как участки
ДНК, плотно упакованные в нуклеосомные
структуры и структуры более высокого порядка,
более устойчивы к гидролизу. С помощью метода
DNase-seq идентифицируют гиперчувствитель-
ные сайты ДНКазы I по всему геному путем за-

хвата расщепленных ДНКaзой фрагментов ДНК
и секвенирования их с помощью высокопроизво-
дительного секвенирования следующего поколе-
ния (next generation sequencing, NGS). В одном
эксперименте можно идентифицировать не-
сколько активных регуляторных областей из по-
тенциально любого типа клеток любых видов,
имеющих секвенированный геном (Song, Craw-
ford, 2010).

Разработано несколько методов с высокой
пропускной способностью для анализа большого
количества гиперчувствительных к ДНКазе сай-
тов ДНК с использованием чипов (DNКase-chip)
или высокопроизводительного секвенирования
(DNase-seq) (Crawford et al., 2006; Boyle et al.,
2008). Оба метода основаны на традиционном
расщеплении ДНК с оптимальными концентра-
циями ДНКазы для преимущественного гидро-
лиза открытых участков хроматина. Использова-
ние твердофазной технологии, включающей им-
мобилизацию фрагментов ДНК с предполагаемым
сайтом связывания исследуемого белка, биотини-
лированных по одному концу и радиоактивно ме-
ченных по-другому, на парамагнитных шариках,
покрытых стрептавидином, позволяет быстро и эф-
фективно очищать гидролизованные фрагменты.
Этот метод особенно облегчает извлечение интере-
сующего белка из сырого экстракта, так как неспе-
цифические комплексы белок–ДНК можно удалить
элюирующим буфером до добавления ДНКазы, и
они не будут искажать картину (Sandaltzopoulos,
Becker, 1994). Высокая стабильность взаимодей-
ствия стрептавидин/биотин обеспечивает иммо-

Рис. 1. Схематическое изображение эксперимента футпринтинга. Фрагмент ДНК метится (звездочка) на одном конце
одной цепи, связывается с белком и гидролизуется, например ДНКазой I. Белок (лиганд) защищает ДНК от гидролиза
в своем сайте связывания, и это проявляется в виде отсутствия бандов – футпринта, когда продукты расщепления раз-
деляются с помощью электрофореза в денатурирующем полиакриламидном геле (по: Hampshire et al., 2007, с модифи-
кациями).

ДНК

* *

Лиганд

ДНКаза I
гидролиз

Электрофорез в

Футпринтденатурирующем
полиакриламидном
геле
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билизацию ДНК в широком диапазоне условий
реакции, делает метод более удобным и пригод-
ным для одновременной обработки нескольких
образцов.

Метод футпринтинга реже использовали для
изучения кинетики взаимодействия белок–ДНК –
скоростей ассоциации и диссоциации комплек-
сов белков с олигонуклеотидами (Brenowitz et al.,
1986). Скорость ассоциации белка можно опреде-
лить измерением скорости появления “следа” пу-
тем гидролиза реакционной смеси после различных
временных периодов инкубации. Аналогично, ско-
рость диссоциации комплекса белок–ДНК мож-
но определить путем измерения скорости исчез-
новения “следа” после добавления подходящего
агента, который может изолировать из реакцион-
ной среды освободившийся при диссоциации бе-
лок. Например, это достигается путем добавле-
ния большого избытка ДНК тимуса теленка для
белка, а для олигонуклеотидов – добавления из-
бытка цепи, которая комплементарна олигонук-
леотиду, образующему триплекс. Сайты связыва-
ния белков могут быть легко определены визуаль-
ным осмотром, сравнивая интенсивность полос в
контрольной и обработанной ДНКазой дорож-
ках. Для количественного определения кинетиче-
ских характеристик взаимодействия белок–ДНК,
высушенный гель экспонируют с помощью рент-
геновской пленки в течение ночи при –70°C с
усиливающим экраном и затем сканируют с по-
мощью фосфоримиджера Storm, Typhoon, Phar-
osFX Plus (Bio-Rad) и др. (Brenowitz et al., 1986;
Fletcher, Fox, 1996; Dhavan et al., 2002). Но гораздо
более эффективным и удобным для определения
кинетических параметров взаимодействия белка
с ДНК является метод “задержки в геле”, о кото-
ром будет сказано ниже.

Несмотря на то, что ChIP (иммунопреципита-
ция хроматина) является эффективным способом
выявления фрагментов ДНК, специфично связы-
ваемых белком in vivo, для точного определения
последовательности ДНК, связываемой белком,
обычно используют классический метод фут-
принтинга in vitro из-за его простоты и эффектив-
ности. Но следует иметь в виду, что использова-
ние этого метода для изучения высокодинамич-
ных ТФ с коротким временем взаимодействия с
ДНК, например Sox2 и глюкокортикоидный ре-
цептор (Sung et al., 2014), может не показать адек-
ватных “следов”. Основным недостатком боль-
шинства методов отпечатков является трудоемкая и
проблемная подготовка фрагментов нуклеиновой
кислоты, радиоактивно меченных 32Р. Футприн-
тинг с использованием флуоресцентно меченных
фрагментов лишен этих недостатков, но относи-
тельно дорог и менее точен.

МЕТОД СДВИГА ЭЛЕКТРОФОРЕТИЧЕСКОЙ 
ПОДВИЖНОСТИ

Метод сдвига электрофоретической подвиж-
ности (electrophoretic mobility shift assay, EMSA)
является очень эффективным для исследования
многих аспектов ДНК-белковых взаимодействий
in vitro. Метод основан на том, что ассоциация
белка с сайтом связывания на фрагменте ДНК
приводит к снижению подвижности ДНК в неде-
натурирующем полиакриламидном геле относи-
тельно свободной, не связанной с белком ДНК.
Степень снижения подвижности ДНК связана с за-
рядом, размером и формой молекулы связанного
белка. Метод EMSA чаще всего используется для
определения термодинамических (сродства белков
к конкретным сайтам ДНК) (Powell et al., 1993, 2004)
и кинетических параметров взаимодействия бел-
ков с ДНК (Henriksson-Peltola, 2007; Dey et al.,
2012). Мечение нуклеиновой кислоты по 5'- или
3'-концу 32P-фосфатом является широко ис-
пользуемым подходом, поскольку обеспечивает
высокую чувствительность и не создает конформа-
ционных изменений, которые могли бы влиять на
связывание. При использовании меченных ра-
диоактивным изотопом нуклеиновых кислот,
анализ является высокочувствительным, что поз-
воляет использовать небольшие концентрации
белка и нуклеиновых кислот (0.1 нМ или менее).
Когда высокая чувствительность не нужна, также
доступны варианты с использованием флуорес-
центных, биотиновых и хемилюминесцентных
меток нуклеиновой кислоты и иммуногистохи-
мическое окрашивание (Berger et al., 1993; Muk-
hopadhyay et al., 2003). Метод может быть исполь-
зован для оценки влияния других белков на спе-
цифическое связывание белок/ДНК (Buratowski,
Chodosh, 2001), а также косвенно может указы-
вать на конформационные изменения в белке в
результате изгиба ДНК (Buratowski, Chodosh,
2001). Например, взаимодействия с кофакторами
могут индуцировать специфическое связывание
ДНК с белками за счет изменения конформации
остатков белка, контактирующих с ДНК (Powell
et al., 1993). Конформационные изменения, вы-
званные каждым кофактором, могут быть очень
слабыми по отдельности, но при этом взаимоуси-
ливающими (Powell et al., 2004).

Белок в комплексе с нуклеиновой кислотой
может быть идентифицирован путем добавления
антитела. Антитело, специфичное к исследуемо-
му белку, либо блокирует образование комплекса
(в случае связывания с ДНК-связывающим доме-
ном белка), либо образует тройной комплекс анти-
тело–белок–ДНК, что приводит к дальнейшему
снижению подвижности и образованию “супер-
шифта” при электрофоретическом разделении (Bu-
ratowski, Chodosh, 2001). Для доказательства спе-
цифичности связывания можно истощить ис-
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следуемый белок в неочищенном экстракте
специфичным антителом и добавление ДНК с
сайтом связывания покажет отсутствие банда бе-
лок/ДНК. Специфичность связывания также мо-
жет быть легко подтверждена экспериментами по
конкурентному связыванию с избытком немече-
ной, “холодной”, ДНК. Только специфичная
конкурентная ДНК должна снижать интенсив-
ность замедленной радиоактивной полосы.

Для определения равновесных констант дис-
социации комплексов (КD) белка с фрагментами
ДНК, несущими сайт связывания, используется
традиционный подход, включающий титрование
белка в фиксированной концентрации нуклеино-
вой кислотой в возрастающей концентрации или
наоборот. Предварительно определяется время
установления равновесного состояния. Для этого
снимается кинетическая кривая связывания бел-
ка с изучаемым фрагментом ДНК. Эксперименты
по равновесному связыванию белка с ДНК про-
водятся в условиях, оптимальных для взаимодей-
ствия, которые близки к условиям in vivo. После
электрофоретического разделения гели высуши-
ваются и экспонируются с экраном Imaging
ScreenK (Kodak) для фосфоимиджера Molecular
Imager PharosFX Plus (Bio-Rad). Как известно,
равновесная константа диссоциации комплексов
белок/ДНК (КD) равна концентрации лиганда,
при которой количество образованных комплексов
составляет половину от максимального. Микроден-
ситометрия окрашенных гелей и авторадиограммы
гелей позволяют количественно определять содер-
жание белка и ДНК в каждом комплексе. Расчет рав-
новесных констант диссоциации комплексов бе-
лок/ДНК может проводиться в программе Graph-
Pad Prism 5. Метод EMSA позволяет определить
стехиометрическое соотношение белка, специ-
фически связанного с ДНК, и точно измерить от-
носительную аффинность (сродство) связывания
данного белка с ДНК. Используемые при связы-
вании условия низкой ионной силы и гелевая
матрица стабилизируют комплекс белок/ДНК от
диссоциации. Кинетика диссоциации комплек-
сов белок/ДНК легко измеряется для комплексов
с временем жизни более одной минуты (время,
необходимое для ручного смешивания компо-
нентов реакции).

Кинетические характеристики – константы
скорости ассоциации (ka) и константы скорости
диссоциации (kd), отражающие скорости образо-
вания и распада комплексов белок/ДНК, опреде-
ляют, снимая кинетику, то есть определяя коли-
чество образующихся комплексов белок/ДНК
при постоянной концентрации белка и изменяю-
щейся во времени концентрации ДНК (или на-
оборот). Кинетические характеристики образова-
ния комплексов белок/ДНК описывают важные
биомолекулярные процессы, такие как тран-

скрипция ДНК, репарация, модификация хрома-
тина и др. Кроме того, знание кинетических па-
раметров комплексов необходимо при их исполь-
зовании в биотехнологии и биомедицине.
Эксперименты по определению кинетических
параметров образования комплексов белок/ДНК
проводятся с использованием нескольких кон-
центраций радиоактивно или флуоресцентно ме-
ченного фрагмента ДНК, и, как правило, очи-
щенного белка (рис. 2).

Из измеренных констант ассоциации и дис-
социации комплексов можно определить кон-
станту равновесной диссоциации комплексов
белок/ДНК, которая характеризует сродство бе-
лок/ДНК, KD = kd/ka; из кинетических констант
можно также определить средний период полу-
распада (или время жизни) комплексов бе-
лок/ДНК (t1/2), который равен ln2/kd. Можно по-
считать свободную энергию Гиббса ΔG0 = −RT lnKA,
где R – универсальная газовая постоянная, Т –
абсолютная температура, а KA (константа равно-
весия) – ka/kd, отрицательные значения которой
характеризуют возможность спонтанного проте-
кания реакции связывания белок/ДНК. Эта ин-
формация может быть важной для характеристи-
ки взаимодействия двух белков с одной и той же
последовательностью или одного белка с разны-
ми аллелями (Drachkova et al., 2014).

При использовании метода EMSA нужно
иметь в виду, что комплексы белок/ДНК могут
быть очень чувствительны к механическому пере-
мешиванию и легко диссоциировать. Для точного
измерения термодинамических и кинетических
параметров взаимодействия белок/ДНК экспе-
рименты необходимо проводить в максимально
стандартизированных условиях, чтобы свести к
минимуму разброс числовых значений и полу-
чить наиболее точные данные. Кроме того, для
получения количественных характеристик ком-
плексов белок/ДНК необходимо учитывать, что в
используемом препарате белка не все молекулы
могут образовывать сайт-специфические ком-
плексы с ДНК, поэтому перед экспериментом не-
обходимо определить число активных молекул в
используемом препарате для внесения поправок
в числовые значения.

Анализ с помощью EMSA хорошо работает с
высокоочищенными белками, с неочищенными
клеточными и ядерными экстрактами, но в по-
следних случаях необходимо использовать кон-
курентную ДНК, например, poly d(I-C), для
предотвращения неспецифического связывания.
Метод EMSA также не без ограничений, одно из
которых заключается в том, что пробы не нахо-
дятся в химическом равновесии на этапе электро-
фореза. Короткоживущие комплексы с быстрой
скоростью диссоциации во время электрофореза
можно не обнаружить или обнаружить значи-
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тельно меньшее их количество. Метод может ис-
пользоваться также для изучения взаимодействия
белков с РНК.

EMSA и DAPA – метод ДНК-аффинного оса-
ждения (DNA affinity precipitation assay, DAPA)
(Miller et al., 2016) используют для идентифика-
ции ТФ в ядерных экстрактах больных и условно
здоровых, а также верификации предсказанных
ОДН (олигодезоксинуклеотиды) из некодирую-
щих генетических вариантов, ассоциированных с
каким-либо заболеванием или фенотипом. По-
следовательности синтетических ОДН предска-
зываются из геномных баз данных с помощью
подхода in silico. Флуоресцентно меченные ОДН и
ТФ, связанные с белками ядерного экстракта,
анализируют с помощью метода EMSA. Если для
EMSA комплексы олигонуклеотидов, связанных
с белком в растворе in vitro, анализируют с помо-
щью неденатурирующего и денатурирующего
электрофореза в полиакриламидном геле с после-
дующим использованием антител (наблюдается
супершифт или отсутствие банда связывания), то
для DAPA олигонуклеотиды иммобилизуют на
стреповидиновых гранулах в магнитной колонке,
через которую затем пропускают ядерный экс-
тракт. ТФ, которые с высоким сродством связы-
ваются с ОДН, элюируют и анализируют с помо-
щью масс-спектрометрии или электрофореза в
полиакриламидном геле с додецилсульфатом на-
трия (SDS-PAGE) и последующим анализом бел-
ка с помощью вестерн-блоттинга (Miller et al.,
2016). Метод позволяет выделить почти аффинно
очищенные белки, связанные с иммобилизован-
ными на колонке ОДН определенной последова-
тельности, и идентифицировать их. Недостатки

EMSA- и DAPA-методов при использовании не-
очищенных ядерных экстрактов заключаются в
том, что оба метода не дают информации о спосо-
бах связывания ТФ с ОДН in vivo: связывается ТФ
с ОДН напрямую или привлекается посредством
белок-белковых взаимодействий. Для этого нуж-
ны дополнительные эксперименты. Недостатком
метода DAPA является то, что в результате отмыв-
ки остаются только комплексы белков с высоким
сродством к ДНК, а слабо связанные комплексы
вымываются, хотя они тоже могут содержать важ-
ную информацию.

МЕТОД ПОВЕРХНОСТНОГО 
ПЛАЗМОННОГО РЕЗОНАНСА

Поверхностный плазмонный резонанс (surface
plasmon resonance, SPR) – физический эффект,
который возникает в случае резонанса частоты
падающего на поверхность микрочипа электро-
магнитного поля (фотонов) с собственной часто-
той колебаний электронов (плазмонов) поверх-
ностного слоя золотой пленки микрочипа (Navra-
tilova et al., 2006; Bronner et al., 2010).

Изменения диэлектрической проницаемости
среды и коэффициента отражения в результате
взаимодействия вводимого аналита с иммобили-
зованным на декстрановой поверхности микро-
чипа лигандом вызывают сдвиг резонансного
сигнала, который линейно пропорционален ко-
эффициенту оптического преломления в зоне из-
мерения и массе аналита (Nahshol et al., 2008; Ab-
bas et al., 2011). Это позволяет в режиме реального
времени регистрировать взаимодействие бе-
лок/ДНК, которое выражается в резонансных

Рис. 2. Определение кинетических параметров взаимодействия белок/ДНК методом EMSA на примере взаимодей-
ствия ТАТА-связывающего белка (ТВР) с олигонуклеотидом, идентичным ТАТА-боксу промотора гена LEP человека:
ka = (11 ± 0.2) × 103 M–1c–1; kd = (8 ± 1) ×10–4 c–1; KD = kd/ka = 70 ± 20 nM; t1/2 = 14.4 ± 4 мин (по: Arkova et al., 2015, с
модификациями).
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единицах (RU). Общий принцип, который лежит
в основе работы SPR – полное внутреннее отра-
жение, возникающее при прохождении поляри-
зованного света через среду с высоким и низким
показателями преломления (Brockman et al., 1999;
Majka, Speck, 2007; Nguyen et al., 2007).

Со времени появления технологии поверх-
ностного плазмонного резонанса, которая была
разработана совместными усилиями физиков, хи-
миков, биологов, программистов и инженеров, ее
стали использовать в различных областях: для обна-
ружения микробного загрязнения (Waswa et al.,
2007), тестирования пищевых продуктов (Situ et al.,
2010), в лабораторной медицине (Helmerhorst et al.,
2012), в протеомике (Yuk, Ha, 2005) при изучении
межбелковых взаимодействий (Douzi, 2017), при
анализе различных биологических жидкостей ор-
ганизма человека для раннего выявления биомар-
керов комплексных заболеваний, таких как рак
(Reddy et al., 2012) и т.д. (рис. 3).

Из сенсограммы можно получить два основ-
ных вида информации: о скорости взаимодей-
ствия (ассоциация, диссоциация), которая пред-
ставлена в виде кинетических констант, и об
уровне связывания, который представлен в виде
констант сродства (Munoz et al., 2013). Кинетиче-
ские константы дают ценные данные о динамике
исследуемой биологической системы, которые
могут быть использованы для отбора и конструи-
рования новых молекул, представляющих тера-
певтический интерес.

Иммобилизация биомолекулы на сенсорной
поверхности является ключевым шагом, необхо-
димым для успешного анализа. В частности, не-
обходимо сохранение биологической активности

лиганда после иммобилизации, определение оп-
тимального количества лиганда при иммобилиза-
ции для избежания стерических помех при взаимо-
действии, сведение к минимуму неспецифического
связывания с поверхностью, необходима воспроиз-
водимость иммобилизации для обеспечения воспро-
изводимости результатов экспериментов и регене-
рируемость поверхности биосенсора – диссоциа-
ция комплекса лиганд/аналит без изменения
биологической активности лиганда (Mariani,
Minunni, 2014). Иммобилизацию проводят либо
на одномерной матрице, либо на трехмерной, ко-
торая обеспечивает больше сайтов связывания,
чем иммобилизация на поверхности (Homola,
2008). Иммобилизация на поверхности более
проста для выполнения, но количество иммоби-
лизуемого материала ограничено емкостью по-
верхности матрицы (слишком высокая плотность
иммобилизованных элементов может привести к
нарушению реакции из-за стерических помех). Им-
мобилизация на трехмерной матрице обычно обес-
печивает больше сайтов связывания, чем иммоби-
лизация на поверхности, что может быть и поме-
хой, так как одновременная иммобилизация
через несколько функциональных групп, напри-
мер, белка, может ограничить конформационную
гибкость белка и нарушить его функцию (Homo-
la, 2008). Наиболее широко используемой трех-
мерной матрицей для иммобилизации молекул
является карбоксиметилированный декстран.
Основные подходы к иммобилизации молекул на
поверхности сенсоров SPR основаны на гидро-
фобных и электростатических взаимодействиях,
на образовании ковалентной связи, образован-
ной между нуклеофильными функциональными

Рис. 3. Различные фазы сенсограммы, наблюдаемые при использовании метода поверхностного плазмонного резо-
нанса на биосенсоре. Исходная базовая линия получается после иммобилизации лиганда. После введения аналита
увеличение резонансных единиц (RU) соответствует фазе ассоциации. Равновесие сохраняется, когда число событий
ассоциации равно числу событий диссоциации. Фаза диссоциации начинается после прекращения введения аналита:
уменьшение RU соответствует смыванию аналита с поверхности лиганда. Этап регенерации направлен на полное уда-
ление аналита и достижение базового уровня (по: Douzi, 2017, с модификациями).
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группами аминокислот (например, аминогруппа-
ми, лизином; тиоловыми группами, цистеином)
белка и электрофильными группами (например, ак-
тивированными карбоксильными группами и альде-
гидами) на поверхности сенсора (Oshannessy et al.,
1992; Lofas et al., 1995). Иммобилизация с образова-
нием ковалентной связи стабильна, но белки мо-
гут содержать много функциональных групп,
способных к образованию ковалентных связей, и
иммобилизация через эти функциональные груп-
пы приводит к случайной ориентации иммобилизо-
ванных белков. Часто используется подход к иммо-
билизации белков, основанный на высокоаффин-
ном взаимодействии авидина и биотина (Johnson
et al., 2003). Другой подход основан на биоаффин-
ной иммобилизации. Наиболее распространен-
ным примером этого подхода является иммоби-
лизация в результате взаимодействия между бел-
ком, содержащим подвижный гистидиновый
линкер, и ионами хелатированных металлов
(Zhen et al., 2005). С учетом этих подводных кам-
ней многие авторы считают, что гораздо предпо-
чтительней иммобилизовать ДНК (Zhen et al.,
2007). Нужно также иметь в виду, что поверхно-
сти чипов для SPR могут быть микрогетероген-
ными и состоять из участков с набором разных
связывающих свойств. Кроме того, поверхность
чипа может представлять собой низкоаффинные
неспецифические сайты связывания для анализи-
руемого вещества, даже в отсутствие иммобилизо-
ванного партнера связывания она может как спо-
собствовать образованию комплексов, так и ин-
гибировать их образование (Nguyen et al., 2007).
Подробно методы иммобилизации рассмотрены
в очень хороших обзорах (Lofas et al., 1995;
Rusmini et al., 2007; Nguyen et al., 2007). Вторым
наиболее распространенным источником полу-
чения искаженных результатов анализа с исполь-
зованием SPR, после неоднородности участков
поверхности чипа, являются ограничения массо-
переноса (Schuck, Zhao, 2010). Массоперенос –
это доставка реагента из раствора к иммобилизо-
ванному на поверхности чипа реагенту для обра-
зования комплекса. Если скорость транспорта
медленнее, чем реакция связывания аналита с ли-
гандом, то транспорт будет тормозить кинетику
связывания. Но если кинетика переноса реагента
на иммобилизованную молекулу намного быст-
рее, то наблюдаемое связывание будет представ-
лять истинную кинетику взаимодействия изучае-
мых веществ (Myszka et al., 1998a; Karlsson, 1999;
Schuck et al., 1999). Таким образом, скорость мас-
сопереноса – это критический фактор, который
необходимо учитывать при разработке экспери-
мента с биосенсором и при оценке кинетических
констант. Итак, два наиболее распространенных ис-
точника отклонения кинетики поверхностного свя-
зывания SPR от идеальной кинетики связывания
псевдопервого порядка бимолекулярных реакций

– это ограничения массопереноса и неоднород-
ность участков поверхности микрочипа (Schuck,
Zhao, 2010). Кроме того, иногда необходимо про-
водить дополнительные эксперименты для опре-
деления оптимальной скорости потока. Скорость
потока должна быть достаточной для проведения ки-
нетических экспериментов. О ее оптимальности
свидетельствует устойчивое плато на сенсограм-
ме (Nguyen et al., 2007) – плато устанавливается
там, где происходит ассоциация и диссоциация
комплексов с одинаковой скоростью. Высокие
скорости потока могут не позволить по времени
собрать полностью результаты по образованию
комплексов – для длительного мониторинга фа-
зы ассоциации бывает необходимо увеличить
объем впрыскиваемого буфера с аналитом (Mysz-
ka et al., 1998b).

Следует иметь ввиду, что регенерация поверх-
ности чипа также имеет решающее значение для
получения воспроизводимых данных хорошего
качества. Некоторые комплексы диссоциируют
довольно быстро и для регенерации достаточно
поверхность чипа промыть буферным раствором
после стадии диссоциации. Для плохо диссоции-
рующих комплексов требуется регенерационный
раствор с высоким содержанием соли или с низ-
ким (высоким) рН. Регенерационный раствор
должен полностью удалять соединения с поверх-
ности чипа, чтобы не искажать кинетику связы-
вания в следующем цикле концентраций, но не
оказывать разрушающего воздействия на поверх-
ность чипа. Поэтому после использования реге-
нерационного раствора необходимо промывание
всей системы (инъекционные иглы, пробирки
для подачи образца) многократными объемами
используемого буфера.

Биосенсоры на основе SPR имеют аналитиче-
ские характеристики (чувствительность, воспро-
изводимость), сопоставимые с получаемыми с
использованием классических методов электро-
фореза, хроматографии и др. Преимуществом их
является использование немеченых реагирующих
веществ, мониторинг взаимодействия в режиме
реального времени, высокая производительность
и быстрое получение результатов. К преимуще-
ствам биосенсоров SPR следует отнести также то
обстоятельство, что поверхность биосенсора, по
существу, представляет собой систему аффинной
очистки в миниатюре, что открывает возможно-
сти для изучения мультибелковых комплексов
(Pattnaik, 2005; Sundberg et al., 2007). Для неболь-
ших анализируемых веществ, элюирование мате-
риала с поверхности микрочипа биосенсора поз-
воляет проводить масс-спектрометрическую
идентификацию молекул. Наконец, процесс свя-
зывания на биосенсоре толерантен к примесям в
образце препарата, которые не ингибируют взаи-
модействие (Schuck, Zhao, 2010). Итак, чтобы ис-
пользовать все эти преимущества биосенсора, не-
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обходима тщательная подготовка образцов и под-
бор экспериментальных условий.

Следует отметить, что биосенсоры SPR наибо-
лее широко используются в исследовательских
фармацевтических лабораториях по всему миру.
Наиболее важные направления фармацевтиче-
ских исследований связаны с изучением переноса
лекарственного средства из места введения в систем-
ный кровоток, анализа крови (Peungthum et al., 2017),
с ранней диагностикой различных заболеваний
(Olaru et al., 2015), диагностикой аллергических
заболеваний (Yanase et al., 2012) и т.д. Одной из
конечных целей использования биосенсоров яв-
ляется разработка тестирования на месте оказа-
ния медицинской помощи. Для этого планирует-
ся разработать портативные платформы, миниа-
тюрные аналитические SPR-сенсорные приборы
и одноразовые чипы (Choi et al., 2020).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
ДНК-белковые взаимодействия являются не-

отъемлемым компонентом биологических си-
стем, и их изучение важно для всех биологиче-
ских процессов. ТФ играют важную роль в регу-
ляции экспрессии генов, особенно при развитии
организма и в ответ на изменение условий окру-
жающей среды. Одним из механизмов достиже-
ния специфичной и сбалансированной экспрес-
сии генов является связывание ТФ с цис-регуля-
торными элементами ДНК. Эти взаимодействия
вносят вклад в регуляцию пространственно-вре-
менной специфичности транскрипции. Для бо-
лее глубокого понимания и создания точных мо-
делей регуляции генов в зависимости от типа
клетки и состояния требуется лучшее понимание
того, как ТФ привлекаются на ДНК, какую роль
играет величина аффинности взаимодействия
ТФ/ДНК, какой вклад во взаимодействие делают
другие регуляторные белки и т.д. Достаточно
много методов доступно для удачного определения
этих взаимодействий и их понимания. На уровне
in vitro молекулярно-биологические методы, такие
как анализы отпечатков стопы, EMSA, southwest-
ern-блоттинг, фаговый дисплей, SELEX, одноги-
бридный и двугибридный дрожжевые анализы и
др. позволяют надежно определять ДНК-белко-
вые взаимодействия. Высокодинамичные ин-
струменты in vivo – иммунопреципитация хрома-
тина и ее разнообразные варианты – надежные
методы для характеристики ДНК-белковых взаи-
модействий в клетках. In silico подходы также раз-
вивались за эти годы, чтобы дополнить информа-
цию, доступную для исследователей (Matys et al.,
2003; Tsuchiya et al., 2004; Schlundt et al., 2017). По-
явились более сложные модели связывания и бо-
лее совершенные методы оптимизации для всех
моделей (Alipanahi et al., 2015). Однако все еще су-
ществует большой разрыв между качеством про-

гнозирования событий in vivo на основе результа-
тов in vitro. Одной из причин является отсутствие
подробных и надежных знаний о комбинаторных
взаимодействиях между ТФ, ТФ и белками-ко-
факторами и конкурирующими белками, влия-
ние которых до сих пор подробно не изучено
(Orenstein, Shamir, 2017). Для того, чтобы решить
эту проблему, необходимо объединение методов
in vitro и in vivo, характеристика косвенных и низ-
коаффинных взаимодействий и выяснение их ро-
ли в процессах транскрипции. Различные отно-
сительно недавние биофизические методы, в том
числе флуоресцентные методы, SPR, ЯМР, АСМ
и другие имеют большой потенциал для обнару-
жения взаимодействий белка с нуклеиновыми
кислотами. Каждая техника по-своему уникальна
и служит уникальной цели. Но тем не менее со-
временное состояние методов оставляет желать
лучшего. Необходим “идеальный” метод с мини-
мальным количеством клеток, способных обна-
руживать редкие взаимодействия, с высокой спе-
цифичностью и чувствительностью, легко моди-
фицируемый, сочетающий нескольких методов
in vitro и in vivo, чтобы определить количество вза-
имодействий и предоставить количественную ха-
рактеристику геномных взаимодействий белок–
ДНК в пространстве и времени. Разработанные
методы помогут исследователям оценить дина-
мику ДНК-белковых взаимодействий в клеточ-
ном развитии и прогрессировании заболевания.
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In vitro Methods Used to Study DNA–Protein Interactions

L. K. Savinkovaa, *, E. B. Sharypovaa, and N. A. Kolchanova

aInstitute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia

*e-mail: savinkl@mail.ru

The interaction of proteins with DNA underlies all processes of cell functioning. These include transcription,
replication and repair of DNA, maintaining the structure of the chromosome, activation and inhibition of
genes using transcription factor-proteins and enzyme-proteins involved in chromatin modification, main-
taining the structure of nucleosomes, controlling gene expression, etc. Transcription factors (TFs) bind to
certain sets of DNA sequences, activating or inhibiting gene transcription, and are also involved in a variety
of signal transmission processes, including altering cell differentiation, development, and environmental in-
fluences. This important role of DNA interactions with transcriptional factors has contributed to their active
study over the years and the development of various methods for determining DNA binding sites and proteins
interacting with them, including footprinting, southern and western blot assays (southwestern blotting),
SELEX, chromatin immunoprecipitation (ChIP), electrophoretic mobility shift assay (EMSA), surface plas-
mon resonance (SPR), etc. Each method has its advantages and deficiency. The methods and approaches
used to study TF/DNA binding can be divided into in vivo and in vitro. In vivo methods (e.g., ChIP) are used
to study the TF/DNA interaction occurring under specific conditions including tissue type, cells, time point,
etc., and scanning TF binding sites throughout the genome. In vitro methods are used to study the TF/DNA
interaction, due to only protein and DNA structure, to determine sequences of binding sites, interaction forc-
es and characteristics of TF/DNA complexes. The review will list the most widely used in vitro methods to
study DNA–protein interactions, as there are good reviews for each of them. The footprinting method and
methods for determining DNA/protein affinity, binding rates and dissociation of DNA/protein complexes
will be discussed in detail.

Keywords: DNA–protein interactions, in vitro, formation and dissociation of protein/DNA complexes, foot-
printing method, EMSA, SPR
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