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Определение специфических последовательно-
стей ДНК, связывающих одиночные транскрип-
ционные факторы (ТФ) или комплексы таковых, 
является актуальной задачей многочисленных 
современных исследований. Большинство ТФ 
эукариот обладает довольно невысокой специ-
фичностью при связывании с ДНК, допуская ва-
риативность нуклеотидов во многих позициях 
сайтов узнавания (Weirauch et al., 2013; Kibet and 
Machanick, 2015; Meers et al., 2019). Более того, 
модуляция узнавания последовательностей при 
взаимодействии двух и более ТФ с ДНК может быть 
одним из важнейших комбинаторных механиз-
мов регуляции транскрипции. Экспериментально 
было продемонстрировано, что специфичность 
узнавания последовательностей в ДНК в составе 

димерных комплексов ТФ заметно отличается 
от таковой в случае отдельных ТФ (Jolma et al., 
2015). Значительная часть таких данных была 
получена с использованием метода CAP-SELEX 
(consecutive affinity-purification systematic evolution 
of ligands by exponential enrichment) и последую-
щего NGS-секвенирования. Однако не все ТФ, 
коактиваторы и другие ДНК-связывающие белки 
могут быть проанализированы с помощью данного 
подхода вследствие недостаточной аффинности 
одного из компонентов. Кроме того, исследова-
ние ДНК-последовательностей, специфически 
связываемых белками в мономерной, димерной, 
или более сложных конфигурациях (Luo et al., 
1992; Gstaiger et al., 1995, 1996; Luo, Roeder, 1995; 
Strubin et al., 1995; Tomilin et al., 2000; Remenyi et 
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al., 2001), часто затруднено невозможностью раз-
деления этих комплексов с помощью методов про-
стой аффинной очистки, таких как CAP-SELEX. 
В настоящей работе мы показали, что указанные 
препятствия могут быть преодолены с помощью 
сочетания метода EMSA (electrophoretic mobility 
shift assay) — основного метода идентификации 
ДНК-белок комплексов in vitro — с процедурой 
SELEX и высокопроизводительным секвенирова-
нием. Мы использовали данный метод, названный 
EMSA-SELEX-seq, для оценки способности коак-
тиватора BOB1 влиять на специфичность распоз-
навания ДНК POU-доменными белками OCT1 
и OCT2 в мономерной и димерной конфигурациях.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Плазмидные конструкты, экспрессия и очистка 
белков. Для клонирования были использованы по-
следовательности, кодирующие POU-домены OCT1 
(POU1) и OCT2 (POU2), а также полноразмерного 
BOB1. Для получения необходимой кДНК методом 
обратной транскрипциии была выделена мРНК 
из лейкоцитов человека. Для экспрессии исследу-
емых белков были созданы следующие плазмидные 
конструкты на основе вектора pET28a (Novagen, 
США): 1) 1t-POU1: 6xHis tag–thrombin site–POU1, 
2) 2t-POU1: 6xHis tag–thrombin site–(20 aa + POU1 
+ 20 aa)–TEV site–SBP tag, 3) 2t-POU2: 6xHis tag–
thrombin site–(20 aa + POU2 + 30 aa)–TEV site–
SBP tag, 4) 1t-BOB1: 6xHis tag–thrombin site–BOB1, 
5) 2t-BOB1: 6xHis tag–thrombin site–BOB1–TEV 
site-3x Flag tag. Цифрами перед аббревиатурой аа 
(amino acids) обозначено число примыкающих 
к POU-доменам аминокислот, включенных в ука-
занные конструкты. Корректность клонирования 
верифицировали секвенированием. Экспрессию 
белка индуцировали 1 мМ IPTG в клетках E. coli 
BL21 (BL21(DE3) pLysS (Novagen, США) в тече-
ние 12—18 ч при температуре 25 оС. Белки очи-
щали в денатурирующих условиях и ренатуриро-
вали с помощью медленного пошагового диализа. 
Для этого клетки собирали центрифугированием 
и лизировали в буфере A1 (8 M мочевина, 0.1 M 
натрий-фосфатный буфер, 0.01 M трис-Cl, pH 8.0, 
5 мМ β-меркаптоэтанол). Лизат клеток наноси-
ли на Ni-NTA His Bind Resin (Novagen, США), 
промывали буфером A2 (8 М мочевина, 0.1 М на-
трий-фосфатный буфер, 0.01 М трис-Cl pH 6.3, 
5 мМ β-меркаптоэтанол) и элюировали буфером 
A3 (8 M мочевина, 0.1 M натрий-фосфатный буфер, 
0.01 M трис-Cl pH 4.5, 5 мМ β-меркаптоэтанол). 

Образцы белков затем подвергали четырехэтапному 
диализу против буферов с двукратным уменьшени-
ем концентрации мочевины и постепенным уве-
личением pH на каждом этапе. Конечную стадию 
диализа проводили против PBS, содержащего 5 мМ 
β-меркаптоэтанол, в течение 12 ч. Для получения 
гомогенных и полноразмерных форм белков, POU-
пробы дополнительно очищали с помощью Pierce 
Streptavidin Plus UltraLink Resin, а BOB1 — на AN-
TI-FLAG M2 Affinity Gel. Условия очистки соответ-
ствовали рекомендациям изготовителей аффинных 
сорбентов. POU1(2) элюировали буфером, содер-
жащим 10 мМ биотина, а BOB1 — кислым буфером.

EMSA. 25 нг ДНК смешивали с 30 нг белка 
POU-белков и, где необходимо, 28 нг белка BOB1 
в 10 мкл связывающего буфера: 20 мМ Tрис-HCl, 
pH 7.6, содержащий 10 % глицерина, 0.14 M NaCl, 
0.5 мМ EDTA, 0.05 % Triton X-100, 0.1 мг/мл 
бычьего сывороточного альбумина, 0.1 мг/мл по-
ли(dI-dC) (Amersham, Великобритания), 5 мМ ДТТ, 
и инкубировали в течение 20 мин при комнатной 
температуре. Затем, смесь наносили на 5 %-ный 
полиакриламидный гель для электрофоретического 
разделения. Для визуализации ДНК и ДНК-бел-
ковых комплексов использовали флуоресцентно 
меченые ДНК пробы.

CAP-SELEX. Метод заключается в поэтапном 
обогащении случайных ДНК, последовательностя-
ми, которые аффинно взаимодействуют с иссле-
дуемыми белками. В первую очередь, нами была 
получена ДНК, содержащая случайную 35-нукле-
отидную последовательность, фланкированную 
олигонуклеотидами с известной последователь-
ностью, и предназначенных, как амплифика-
ции, так и для пробоподготовки в процессе NGS 
секвенирования. Для этого синтезирован олиго-
нуклеотид 5ʹ-ACGACGCTCTTCCGATCT(35N)
GATCGGAAGAGCACACGTC-3ʹ (Евроген, Мо-
сква), общей длиной 72 нуклеотида. Одноцепо-
чечную ДНК переводили в двуцепочечную фор-
му и амплифицировали с помощью ПЦР реакции 
используя Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 
(Thermo Scientific). Реакцию связывания полученной 
ДНК для SELEX с исследуемыми белками проводи-
ли аналогично процедуре EMSA, за исключением 
того, что количество ДНК составляло 300 нг. После 
связывания комплексы выделяли с помощью 5 мкл 
Pierce Streptavidin Plus UltraLink Resin, используя 
взаимодействие с SBP-тегом рекомбинантных POU-
белков. Затем, осадок тщательно отмывали, а элю-
цию комплексов проводили в связывающем буфере 
с 10 мM биотином. Следующий шаг представлял 
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собой повторное выделение комплексов, используя 
взаимодействие Flag-тега белка BOB1 c ANTI-FLAG 
M2 Affinity Gel. Для этого 5 мкл геля инкубировали 
с элюатом после первого выделения, гель отмы-
вали, а связанную ДНК получали разрушением 
комплексов при нагревании проб до 95 оС в тече-
ние 20 мин. ДНК амплифицировали с помощью  
ПЦР.

EMSA-SELEX. ДНК (300 нг) для SELEX инку-
бировали для связывания с исследуемыми белко-
выми факторами в объеме 20 мкл при условиях, 
аналогичных в методе EMSA. После этого образцы 
разделяли с помощью электрофореза в 6 %-ном на-
тивном полиакриламидном геле, приготовленном 
на 0.5-кратном буфере TBE, в течение 50 мин при 
комнатной температуре. Чтобы избежать перекрест-
ного загрязнения образцов, их наносили через одну 
пустую лунку. Затем гель разделяли на фрагменты, 
выделяли из них ДНК, амплифицировали её с по-
мощью ПЦР, осаждали этанолом и использовали 
в следующем цикле обогащения. После четырех 
раундов EMSA-SELEX образцы секвенировали 
с помощью Illumina Solexa Hiseq1500 в компании 
«Геноаналитика» (Москва). Выявление мотивов 
было выполнено с помощью онлайн-инструмента 
MEME (Bailey, Elkan, 1994).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате экспрессии и очистки белков с ис-
пользованием аффинных сорбентов были полу-
чены белки, содержащие только N-концевой His-
тег (1t-POU1 и 1t-BOB1) и белки с двумя тегами: 

N-концевой His-тег и С-концевой SBP-тег (2t-POU1 
и 2t-POU2), N-концевой His-тег и С-концевой 
FLAG-тег (2t-BOB1). Взаимодействие полученных 
белков с ДНК было верифицировано с помощью 
EMSA. Типичные результаты EMSA представлены 
на рис. 1.

Первоначально для оценки способности коакти-
ватора BOB1 влиять на специфичность распознава-
ния ДНК POU-доменными белками OCT1 и OCT2 
в мономерной и димерной конфигурациях нами 
была осуществлена попытка аффинного выделе-
ния ДНК-белковых комплексов с помощью метода 
CAP-SELEX (Jolma et al., 2013, 2015). Для этого были 
использованы дважды тегированные POU1, POU2 
и BOB1. При выделении ДНК из комплексов ДНК/
POU1(2)/POU(2) или ДНК/POU1(2)/POU1(2)/BOB1 
позитивный результат наблюдается только в случае 
использования очистки за SBP-тега белков POU1 
и POU2 (рис. 2а). Однако, при выделении ДНК 
из ДНК/POU1(2)/POU1(2)/BOB1 комплекса на-
блюдался только неспецифический сигнал (рис. 2б). 
По-видимому, аффинность взаимодействия белка 
BOB1 не является достаточной для выделения та-
кого комплекса. Следует отметить, что при этом 
аффинная очистка Flag-тегированного белка BOB1 
с использованием ANTI-FLAG M2 Affinity Gel прохо-
дила вполне успешно. Попытки изменения условий 
выделения ДНК из ДНК/POU1(2)/POU1(2)/BOB1 
комплекса позитивного результата не принесли. 
В итоге нами был предложен альтернативный спо-
соб получения ДНК из комплексов ДНК/POU1(2)/
POU1(2) и ДНК/POU1(2)/POU1(2)/BOB1, который 
дал положительный результат. Этот способ заключал-

Рис. 1. Гель-ретардация (EMSA) препаратов указанных тегированных POU-белков и BOB1. В качестве ДНК-
проб были использованы двуцепочечные флуоресцирующие олигонуклеотиды, которые связывают OCT-факторы 
в мономерной (Vk) и димерной (PORE и PORED) конфигурациях (Botquin et al., 1998; Tomilin et al., 2000). Для 
визуализации, олигонуклеотиды были мечены флуоресцеином (FAM) или Cy3.
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мента MEME (Bailey, Elkan, 1994) представлены 
на рис. 4.

Полученные в результате процедуры EMSA-
SELEX-seq мотивы вполне соответствовали ожида-
емым и имели значительное сходство с мотивами, 
полученными в других лабораториях, например, 
с мотивами, полученными с помощью CAP-SELEX-
seq для POU1 и POU2 (Jolma et al., 2013), а также при 
анализе данных ChIP-seq для OCT1 (Song et al., 2021). 
Полученные результаты подтверждают релевантность 
использованного нами подхода. Например, данный 
метод позволяет выявлять повышение частоты встре-
чаемости аденина в позиции 5 октамерного мотива, 
что характерно именно для тройных комплексов, 
включающих белок BOB1 (рис. 4). Этот факт был 
установлен уже более двух десятилетий назад и хоро-
шо известен (Gstaiger et al., 1995, 1996). Также следует 
отметить, что присутствие BOB1 в комплексах ведет 
к направленному изменению частот нуклеотидов 
в позициях 2, 3 и 4 октамерного мотива, что предпо-
лагает смещение специфичности связывания с ДНК 
сайтами, и может являться предметом углубленного 
биоинформатического анализа.

Предлагаемый вариант SELEX процедуры пре-
восходит возможности подхода CAP-SELEX, так как 
позволяет разделять мономерные и димерные ком-
плексы, а также более сложные комплексы с разным 
количеством отдельных факторов. Разделение таких 
сложных комплексов является важной и актуальной 
задачей, поскольку известно, что при связывании 
двух и более ТФ, происходит значительное измене-
ние специфичности узнавания последовательностей 
в ДНК (Jolma et al., 2015).

Рис. 2. ПЦР амплификация ДНК полученная после 
аффинной очистки ДНК-белковых комплексов. а — 
Очистка белков POU1 и POU2 с использованием 
SBP-тега на Pierce Streptavidin Plus UltraLink Resin. 
Сигналы специфичны. С — проба без добавления 
белков POU1 и POU2. б — Очистка белков POU1 
и POU2 с использованием SBP-тега и последующей 
очисткой белка BOB1 с использованием Flag-тега 
на ANTI-FLAG M2 Affinity Gel. Выявленные сиг-
налы являются неспецифичными.

Рис. 3. Интенсивность сигналов при амплифика-
ции SELEX ДНК (10 циклов ПЦР), выделенной 
из фрагментов геля после EMSA (слева). Гель, в ко-
тором SELEX ДНК была заменена на FAM-PORED 
ДНК (справа). С — дорожка для контрольной про-
бы с соответствующей ДНК без белков.

ся в использовании метода EMSA в качестве метода 
разделения комплексов ДНК-белок, вырезании зон 
геля, где мигрируют соответствующие комплексы, 
и последующем выделении и амплификации ДНК 
(рис. 3).

Используя такой подход, нами было проведено 
4 цикла обогащения (SELEX) и последующей ам-
плификации ДНК из комплексов ДНК/POU1(2)/
POU1(2), свободных от BOB1 или включающих 
этот коактиватор. Полученные образцы ДНК были 
секвенированы с помощью NGS технологии. После 
соответствующей обработки данных секвенирования 
был проведен биоинформатический анализ после-
довательностей ДНК на наличие мотивов. Основные 
мотивы, выявленные с помощью онлайн-инстру-
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EMSA-SELEX-SEQ METHOD FOR ANALYSIS OF BINDING SITE SEQUENCES  
IN DNA-PROTEIN COMPLEXES

I. B. Nazarova, *, M. N. Gordeeva, A. A. Kuzmina, D. S. Zilova, E. V. Potapenkob, A. N. Tomilina, **
a Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064, Russia

b Institute of Evolution, Department of Evolutionary and Environmental Biology, University of Haifa, Haifa, 3498838, Israel
* e-mail: i.nazarov@incras.ru
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The BOB1 protein (OBF1, OCA-B) is a transcriptional coactivator of two POU domain proteins — OCT1, 
expressed in all cells, and lymphoid-specific OCT2. The interaction of BOB1 with OCT1/2 plays an important 
role in the regulation of immune responses in both physiological and pathological contexts. BOB1 is known 
to form a ternary complex with OCT1/2 bound to DNA in monomeric and certain dimeric configurations, 
changing the sequence specificity of the binding. To analyze DNA sequences from these complexes, in this 
work we proposed the EMSA-SELEX-seq method, based on the separation of OCT/BOB1 complexes of 
various compositions in a non-denaturing polyacrylamide gel (EMSA) followed by the isolation and am-
plification of the oligonucleotides that they contain (SELEX). Based on several rounds of the enrichment 
followed by the NGS sequencing and bioinformatics analysis, the DNA sequences were determined and 
the relevance of this approach was confirmed. Thus, the proposed EMSA-SELEX-seq method allows the 
analysis of DNA sequences in DNA-protein complexes with varying dimensions of its protein components.

Keywords: EMSA, SELEX, NGS sequencing, OCT1, OCT2, BOB1, OBF1, OCA-B


