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Футпринтинг является одним из наиболее простых и точных методов исследования 
укладки и взаимодействия биополимеров. Он основан на том, что места внутри- и меж-
молекулярных контактов оказываются недоступными для внешнего разрушающего воз-
действия. При проведении эксперимента на один из концов полимера вносится метка, 
затем проба инкубируется с повреждающим реактивом. По распределению длины про-
дуктов расщепления делаются выводы о доступности его участков в тех или иных усло-
виях. При футпринтинге ДНК применяются различные ферментативные и химические 
разрезающие агенты. На сегодняшний день наиболее высокое временное и простран-
ственное разрешение без выраженной специфичности по отношению к последователь-
ности нуклеотидов можно получить при использовании гидроксильных радикалов. В ра-
боте предлагается новый вариант этого экспериментального подхода с применением 
флуоресцентного мечения исследуемой ДНК и современных методов последующего ко-
личественного анализа, который позволит заметно расширить его возможности.
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В клетке ДНК функционирует совместно с мно-

гочисленными белками. Для изучения ДНК-белко-

вых взаимодействий разработаны различные биохи-

мические подходы. При футпринтинге на 5’- или 

3’-конец одной из цепей вносят метку. ДНК инку-

бируют с белком, затем добавляют разрезающий 

агент. Связанные белки защищают участки дуплекса 

от эндонуклеаз и химических реагентов, поэтому 

вероятность внесения разрывов в сахарофосфат-

ный остов в местах взаимодействия оказывается 

ниже, чем в свободных участках. Длину образую-

щихся продуктов определяют методом разделения 

электрофорезом (ЭФ) в денатурирующих условиях 

с точностью до одного нуклеотидного остатка. По 

распределению длины восстанавливают простран-

ственную картину укладки и взаимодействия ДНК [1].

Для получения достоверных данных необходи-

мо, чтобы в среднем в каждую молекулу полимера 

вносилось не более одного разрыва. Ранее было 

показано, что в таких условиях 60–70% молекул 

остаются неповреждёнными [2]. Поэтому при вы-

боре разрезающего агента важно учитывать, чтобы 

реакцию можно было быстро остановить. Так, ши-

рокое распространение получил футпринтинг с по-

мощью ДНКазы I, которую можно ингибировать 

добавлением ЭДТА. Этот фермент позволяет про-

водить хорошо воспроизводимые эксперименты 

с высоким разрешением, однако он имеет относи-

тельно большой размер и выраженную специфич-

ность по отношению к разным структурам ДНК и 

последовательностям нуклеотидов, что затрудняет 

интерпретацию получаемых данных.

Химические агенты меньшего размера (пер-

манганат-ион, диметилсульфат, активные формы 

кислорода и др.) в ряде случаев позволяют полу-

чить данные с менее выраженной специфичностью 

по отношению к нуклеотидной последовательно-

сти и бóльшим разрешением. На сегодняшний день 

наилучшие результаты достигаются при использо-

вании перекисного окисления гидроксильными 

радикалами [1]. Для получения радикалов в систе-

мах футпринтинга ДНК, РНК и белков применяют 

различные химические реакции, например, разло-

жение пероксинитрита, фотолиз и радиолиз воды 

[3]. Один из наиболее точно контролируемых ме-

тодов гидроксильного футпринтинга основан на 

реакции Фентона-Габера-Вейса [4–6]:

[Fe(II)(EDTA)]2– + H2O2 → [Fe(III)(EDTA)]1– +

+ OH· + OH-

Цепь химических реакций, возникающих при 

локальном взаимодействии ДНК с образующимся 

гидроксильным радикалом, приводит к разруше-

нию сахарофосфатного остова.

Чаще всего в качестве метки для ДНК приме-

няют радиоактивные изотопы фосфора. Современ-
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ные методы детекции очень чувствительны и позво-

ляют проводить исследования с использованием 

очень малых количеств ДНК (десятки аттомолей 

макромолекул в полосе, соответствующей фраг-

менту одной длины на ЭФ-дорожке) [7]. Тем не 

менее, работа с открытыми источниками ионизи-

рующего излучения требует специальных предосто-

рожностей, а из-за постоянного распада метки при-

готовленную пробу ДНК можно использовать лишь 

ограниченное время. Более удобными являются 

флуоресцентные метки, хотя их использование и 

приводит к уменьшению чувствительности метода. 

Так, при использовании автоматических секвена-

торов с системой капиллярного ЭФ чувствитель-

ность детекции может достигать 0,1 фемтомоля 

молекул в полосе, что на порядок ниже возможно-

стей подхода с использованием радиоактивного 

фосфора [8]. В данной работе мы оптимизировали 

условия футпринтинга с применением флуорес-

центных меток при использовании более распро-

страненного и технически простого метода анализа 

продуктов реакции – ЭФ в денатурирующем по-

лиакриламидном геле (ПААГ).

В исследовании были использованы фрагмен-

ты, которые в ходе полимеразной цепной реакции 

метили по одному из 5’-концов с помощью флуо-

ресцеина (FAM). На дуплексах были собраны ну-

клеосомы – мономеры структурной организации 

хроматина – комплексы, состоящие из октамера 

белков-гистонов и уложенного на его поверхности 

участка ДНК длиной 145–148 п.н. [9]. Нуклеосом-

ная ДНК в значительной степени недоступна для 

нуклеаз и других повреждающих агентов [10–12]. 
За счет спиральной структуры дуплекса и его плот-
ных контактов с гистоновыми белками при фут-
принтинге нуклеосомной ДНК с использованием 
гидроксильных радикалов наблюдается характер-
ная картина с перемежающимися участками чув-
ствительности длиной около 5 п.н. [12].

Материалы и методы

Работу проводили на полученной в ходе поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) ДНК с позициони-
рующей нуклеосому последовательностью нуклеоти-
дов 603, характеризующейся высокой афинностью 
к гистоновым белкам [13]. Фрагменты содержали 
два дополнительных участка ДНК: первый, длиной 
123 п.н. с введенной на 5’-конец флуоресцентной 
меткой FAM (схема приведена на рисунке), —  с од-
ной стороны; второй, 13 п.н., – с другой стороны:

5’-FAM-d(CCGGGATCCAGATCCCGAAAATTTA
TCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGTCTAACCTAT
AGGATACTTACAGCCATCGAGAGGGACACGG
CGAAAGGCCAACCCAAGCGACACCGGCACTG
GGGCCCAGTTCGCGCGCCCACCTACCGTGTG
AAGTCGTCACTCGGGCTTCTAAGTACGCTTAG
CGCACGGTAGAGCGCAATCCAAGGCTAACCA
CCGTGCATCGATGTTGGAAGAGGCCCTCCGT
CCTGAATTCTTCAAGTCCCTGGGGTACGGATC

CGACG)-3’ (позиционирующая нуклеосому 
последовательность подчеркнута).

Фрагменты ДНК получали на указанной син-
тетической матрице с использованием меченого 

Рисунок. Профили футпринтинга флуоресцентно-меченой нуклеосомной и свободной от белков ДНК с использованием гидро-
ксильных радикалов. В нижней части рисунка представлен снимок флуоресцентного сигнала ДНК и продуктов ее деградации, 
разделенных методом ЭФ в денатурирующем 8%-ном ПААГ (Д – ДНК, Н – нуклеосома; ·OH – воздействие гидроксильными 
радикалами). Звездочкой указано расположение флуоресцентной метки FAM в исследуемой ДНК. В верхней части рисунка при-
ведены графики распределения сигнала в ЭФ-дорожках с ДНК-фрагментами (серая линия) и нуклеосомами (черная линия), 
подвергнутыми воздействию гидроксильных радикалов. Графики получены с помощью компьютерной программы OptiQuant. 
Схематически показано положение нуклеосомы (серый овал; черными точками показана периодичность ДНК-гистоновых кон-

тактов, соответствующая одному витку спирали дуплекса длиной около 10 п.н.).
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олигонуклеотида FAM-282Forwhst (5’-FAM-
d(CCGGGATCCAGATCCCGAAAATTTA)-3’) и 
немеченого олигонуклеотида 282Revwhst (5’-d(CG
TCGGATCCGTACCCCAGGGACTT)-3’) (0,5 мкМ 
каждый; Синтол, Россия). Реакцию проводили в 
программируемом термостате Veriti Thermal Cycler 
(Life Technologies, США) в 1-кратном буферном 
растворе для Taq-ДНК-полимеразы (Евроген, Рос-
сия), содержащем 3 мМ MgCl2, все дезоксирибонук-
леотиды (каждый в концентрации 0,2 мМ) и Taq-
ДНК-полимеразу (Евроген, Россия; 0,05 ед.акт./мкл). 
Первичную денатурацию матричной ДНК прово-

дили в течение 3 мин при 95°С. 30 циклов ПЦР со-
стояли из последовательных этапов инкубации при 
разной температуре (10 с при 93°С, 20 с при 63°С; 
20 с при 72°С). Реакцию завершали 7-минутным 
прогреванием при 72°С. Продукты амплификации 
ожидаемой длины (282 п.н.) очищали от компо-
нентов реакции с помощью ЭФ в 1%-ном агарозном 
геле в 0,5-кратном трис-боратном электродном 
буфере (tris/borate/EDTA, TBE) в камере для гори-
зонтального ЭФ Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad Labora-
tories, США). Для экстракции ДНК из геля исполь-
зовали коммерческий набор реагентов QIAquick 
Gel Extraction Kit (Qiagen). Концентрацию ДНК из-
меряли спектрофотометрически на приборе Nano-
drop 2000c UV-Vis CC (Thermo Fisher Scientific, США).

Сборку нуклеосом на анализируемых фрагмен-
тах ДНК проводили методом ступенчатого диализа 
против буферных растворов с уменьшающейся 
ионной силой, описанным в работе [14]. В каче-
стве источника октамеров гистонов использовали 
хроматин без линкерных гистонов, который выде-
ляли из эритроцитов цыплят, как описано ранее 
[14]. Анализ продуктов сборки проводили методом 
ЭФ-разде ления в 4,5%-ном ПААГ в 0,5-кратном 
буфере TBE в камере для вертикального ЭФ Mini-
PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, США).

Анализ положения октамера гистонов на флуо-
ресцентно-меченой ДНК проводили методом гидро-
ксильного футпринтинга по схеме, предложенной 
в работе [6]. Реакционная смесь общим объемом 
30 мкл содержала 20 мМ трис–HCl (pH 8,0), 5 мМ 
MgCl

2, 2 мМ 2-меркаптоэтанол, 150 мМ KCl, хро-
матин без линкерных гистонов в концентрации 
30 нг/мкл, 1 мМ аскорбиновую кислоту, 0,1 мМ 
(NH4)2Fe(SO4)2, 0,1 мМ ЭДТА (рН 8,0), 3% H2O2 и 
100 нг исследуемой ДНК. Смесь инкубировали при 
комнатной температуре в течение 15 с, реакцию 
останавливали добавлением глицерина до кон-
центрации 2%. Реакционную смесь обрабатывали 
взбалтыванием с фенолом, насыщенным буфером 
трис-ЭДТА (Phenol solution P4557, Sigma-Aldrich, 
США). После центрифугирования пробы в течение 
10 мин при 13200 об/мин в настольной центрифуге 
MiniSpin (Eppendorf, Германия) водную фазу от-
бирали, добавляли 1/10 объема 3М ацетата натрия 
(pH 5,2), гликоген (Thermo Fisher Scientific, США) 

до концентрации 0,2 мг/мл. К полученному рас-

твору приливали три объема 96%-ного этилового 

спирта. После 18-часовой инкубации проб при 

–20°С ДНК осаждали центрифугированием при 

+4°С в течение 20 мин при 13200 об/мин в настоль-

ной центрифуге 5415R (Eppendorf, Германия).

Продукты деградации ДНК анализировали 

методом ЭФ-разделения в 8%-ном ПААГ в дена-

турирующих условиях в присутствии мочевины в 

концентрации 8М в 0,5-кратном буфере TBE в ка-

мере для вертикального ЭФ Sequi-Gen GT Sequencing 

Cell (Bio-Rad Laboratories, США). Распределение 

продуктов в геле анализировали с помощью системы 

детекции флуоресценции Typhoon Trio (General 

Electric, Англия). Для возбуждения флуоресценции 

использовали лазер с длиной волны 532 нм, сиг-

нал считывали через фильтр, пропускающий све-

товые волны длиной более 526 нм. Результаты об-

рабатывали с помощью компьютерной программы 

OptiQuant (Packard Instruments Company, США).

Результаты и обсуждение

Результаты футпринтинга флуоресцентно-ме-

ченых проб с использованием гидроксильных ра-

дикалов представлены на рисунке. В свободных от 

гистонов участках ДНК под действием гидрок-

сильных радикалов образуются разрывы сахаро-

фосфатного остова равновероятно после каждого 

нуклеотидного остатка. Для нуклеосомных фраг-

ментов наблюдается характерная картина с перио-

дическими пиками чувствительности на расстоянии 

около 10 п.н., которая не наблюдается на свободной 

ДНК с такой же последовательностью нуклеоти-

дов (для случая радиоактивного мечения см. [12]).

Под действием гидроксильных радикалов мо-

жет происходить  разрушение не только исследуе-

мого полимера, но и флуоресцирующего соедине-

ния, использованного для мечения ДНК. Тем не 

менее, в подобранных условиях при стандартных 

настройках детектора флуоресценции чувствитель-

ность метода составила менее одного фемтомоля 

FAM-меченых цепей ДНК в ЭФ-полосе, а линей-

ное возрастание детектируемого сигнала наблюда-

лось при увеличении количества метки вплоть до 

1 пикомоля. Достигаемая чувствительность оказа-

лась сравнимой с получаемой на автоматических 

секвенаторах. Разработанная методика позволяет 

проводить опыты с использованием установок для 

изучения кинетики реакций методом остановлен-

ной струи (например, с использованием прибора 

KinTek, США) и получать данные об исследуемых 

процессах с миллисекундным разрешением. При 

подходящих условиях – в буфере с ЭДТА (для 

инактивации нуклеаз) в замороженном состоянии 

(для уменьшения частоты спонтанного гидролиза) 

и с минимальным доступом света (для замедления 

разрушения флуоресцентного соединения) – ме-
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ченая ДНК может храниться по крайней мере в 
течение нескольких лет без заметной потери ин-
тенсивности сигнала.

Введение флуорофоров с неперекрывающи-
мися спектрами излучаемых длин волн в каждую 
из цепей ДНК позволяет анализировать роль обеих 
цепей ДНК в исследуемом взаимодействии с бел-
ками в одном эксперименте. Использование таких 
же меток в разных молекулах ДНК может быть ис-
пользовано для изучения конкурентного связыва-
ния различных фрагментов методом футпринтинга. 

Применение предложенных в [15] алгоритмов ана-
лиза конформации ДНК по профилям деградации 
позволяет получать структурные модели взаимодей-
ствующих комплексов с атомарным разрешением 
методом компьютерного молекулярного модели-
рования. Таким образом, использование флуорес-
центных меток в футпринтинге может заметно 
расширить область применения этого метода для 
анализа ДНК-белковых взаимодействий.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 14-24-00031).
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Footprinting is one of the simplest and most accurate approaches to investigate structure 

and interaction of biopolymers. It is based on the accessibility of intra- and intermolecular con-

tacts for external damaging agents. In the method, one end of the polymer is labeled, and then 

the sample is incubated in cutting medium. Length distribution of the products allows to reveal 

the accessibility of different regions of polymer in the corresponding conditions. In DNA foot-

printing various enzymes and chemical reagents can be used. The highest temporal and spatial 

resolution without sequence specificity can be obtained with hydroxyl radicals. In this paper we 

present a new modification of the experimental approach using fluorescent-labeled DNA frag-

ments and up-to-date methods of quantitative analysis, which can considerably increase its ap-

plicability.
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