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До 90 % белков млекопитающих сходны - почему 

организмы различны?

• Чем отличаются последовательности ДНК разных 

видов?

• Почему сходные гены работают по разному?
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Основная проблема биологии

• Почему конкретные гены работают в конкретный момент 

времени ( в конкретной ткани ) 
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За счет регуляции синтеза РНК и последующих стадий

• Процессы на уровне РНК (сплайсинг и др.)

• Экспорт РНК из ядра

• Трансляция

• Модификация белков
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Изучаются разными методами

• Процессы на уровне РНК (сплайсинг и др.) – RNA - Seq

• Экспорт РНК из ядра - 

• Трансляция – Ribo-Seq

• Модификация белков – MS

Лазерная микродиссекция позволяет брать образцы 

небольшого количества клеток

Primary cells
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Тканеспецифичная экспрессия

• Истинно генов домашнего хозяйства – мало ( ~8%)

• В зрелой ткани редко экспрессируется больше, чем 10-15% 

генов

• В эмбриональных тканях – больше

• В раковых тканях – совсем много
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Регуляция транскрипции

• Изучена лучше всего (методически проще – можно 

манипулировать с ДНК и РНК)

• Успехи и разочарования
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ДНК текст: проекция 3D на 1D

Wasserman, W.W. and Sandelin, A. (2004) 

В эукариотах несколько 

сегментов ДНК 

контролируют экспрессию 

одного гена

Регуляторные области могут 

быть удалены до 100 кб от 

гена и даже могут быть на 

другой хромосоме

Функциональная информация (промоторы и т.д.) неоднозначна!
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Регуляторы транскрипции…

• Обычно садятся на «открытый хроматин» (он же доступен к 

расщеплению ДНКазой)

• Хромосомы влияют по разному – связыванию некоторых 

факторов они препятствуют, а связыванию других - 

способствуют
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Регуляция экспрессии генов осуществляется на уровне ДНК….
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Белки взаимодействуют с ДНК

From E. Wingender, 

BGRS 2012

Около 1500 факторов у 

человека

Изучено как-то – 50%

Изучено хорошо – 200шт
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 Иммунопреципитация хроматина (ChIP)
 

Из: http://www.tigr.org/

    Гибридизация ChIP-chip

    Секвенирование ChIP-seq

    Замыкание  ChIP-PET

    Обработка экзонуклеазой ChIP-exo

Достоинство: Полногеномный анализ связывания in vivo 

Недостаток: Фактически изучается связывание в фрагментах не короче  

~300по, за исключением ChIP-exo
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ChIP – видит не только ТФ

 - можно смотреть нуклеосомы, в частности их химические модификации

 - в зависимости от фукнций участка ДНК – нуклеосомы по разному химически 

меняются

- можно делать антитела на химически изменненные нуклеосомы и изучать их тем 

же образом
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UCSC
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ССТФ и анализ последовательностей ДНК

Wasserman, W.W. and Sandelin, A. (2004) 

Участки ДНК, связывающие 

регуляторные белки содержат 

похожие мотивы ДНК

CCCGACCA

CCCGACTA

AAATTTAT

(piggy back)

Некоторые из участков ДНК, согласно 
экспериментальными данным 

связывающие конкретный ТФ, 

содержат похожие слова. Такие слова 

встречаются и в участках ДНК, не 

связывающих этот ТФ. 
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Результаты экспериментов по связыванию белков на ДНК – 

сегменты разной длины

Метод In vivo/
in vitro

Природная/

Синтези-рованная 

ДНК

Длина 

активного 

сегмента

Число 

активных 

сегментов

Недостатаки

Комментарии

ChIP
{Seq, Pet, Chip}

In vivo Природная 500 -

5000

500 –

50 000

Непрямое связывание 
(Piggy back)

Одногибридная система in vivo 

(модельные 

виды)

Синтетич. 28 20-50 Связывание в бактериях

SELEX, RSS In vitro Синтетич. 20 20-50 Структура олига

PBA In vitro Синтетич. 60 >10000 Де Брюин 
последовательность

Футпринты In vitro Природная 20-100 5-30 Сдвиг защищенной 
области

HP-Footprint In vivo Природная 100-200 200000 Плохое разрешение 
факторов

HP-Selex In vitro Синтетич. 10-20 20-50 Структура олига, 
насыщение циклов

Методы in vitro позволяют контролировать связывание конкретного белка
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Позиции контактов более консервативны, как в ДНК так и в белке

TACTGTATATATATACAGTA 

ACCTGGTTACGTACACAGCT 

TAATGTATATATATACATTA 

AGCTGTACTTAAGTACAGCT 

TTCTGGGAGCGCGACCAGGA 

Site1

Site2

Site3

Site4

Site5
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Suzuki, Forrest (2009) 
Nature genetics

Что нам дает знание где расположены ССТФ?

Возможность предсказывать 

регуляторные сети

Определение важных точек в ДНК (rSNP, remodeling)

…AGACTTCCACGAACTTTA…
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Модели участков связывания
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Выравнивание сайтов и построение модели

• Связанные процессы – должны быть итерации
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ChIPmunk  : Использование данных in vivo и in vitro для повышения 

надежности информации о связывании

http://seqanswers.com/wiki/ChIPMunk

Kulakovskiy IV, Boeva VA, Favorov AV, Makeev VJ 
Bioinformatics (2010), 26(20), 2622 

Anjali Shah, Nature Methods 6, (2009)

• Эвристика, основанная на подвыборках 

исходных данных;

• позволяет интегрировать данные из 

разных экспериментальных источников с 

помощью весовых коэффициентов;

• использует априорную информацию о 

положении мотива.
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Разные технологии дают сходные, но отличающиеся характерные 

последовательности

% всех слов в модели

# футпринтов 
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i-Drosophila Melanogaster Major Position Matrix Motifs

 line.imb.ac.ru/iDMMPMM/

Источники данных:

– SELEX [C.Bergman, 
D.Papatsenko]

– ChIP-chip [M.Biggin]

– Footprinting [C.Bergman]

– Bacterial one-hybrid 
system [M.Noyes]

Для 34 ТФ есть данные из 
более чем двух источников

Пример: дрозофила
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Сравнение различных программ: пример - EWS-FLI1 (Гийон, 

Боева, Зиновьев с соавт.)
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Интеграция данных, полученных различными 

экспериментальными методами
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Априорная информация – профиль связывания

CHD7-helicase ChIP-seq, Schentz, 2010, Найти EWS_Fli
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Спиральная модуляция специфического связывания

• Контакты по большой бороздке ДНК

• Существуют исключения – контакты по малой бороздке 

(TBP) или сложные структуры комплекса (p53) – но очень 

большое число белков связывается по большой бороздке

Спиральные характеристики ДНК [Schneider et al, NAR, 1997]
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Определение длины мотива

Четыре стратегии определения длины

• Плоский, длина увеличивается (7-25) > f2

• Плоский, длина уменьшается (25-7) > f2

• Периодический,                                        один > si

• Периодический,                                        два>do 

МПВ используется как модель во всех случаях
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Для многих “хороших” мотивов все модели дают 

сходный результат!
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Общая статистика (на март 2012)

Ка-
че-
ство

Число ТФ Число
Моделей

Медиана – 
Данные/ТФ

Медиана – число 
источников 
данных на ТФ

A 49 52 2037 2

B 82 87 159.5 2

C 128 139 38.0 1

D 142 148 16.5 1

E 55 55 11.0 1

F 18 1 2047.0 1
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ROC - кривая

• 1000 «слабых» пиков ChIP-seq – не использованных в 
построении мотива

•TP-rate – сайт найден в пике

•FP-rate – теоретическая 
вероятность нахождения сайта в 
случайной последовательности, 
с длиной, равной средней 
ширине пика
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Матрицы пар нуклеотидов
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Иногда дают выигрыш – зависит от ТФ
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Роль огибающей

• Из 401 модели 

• – 114 одиночный бокс

• - 26 двойной бокс
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Факторы действительно связываются в пиках!
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Более высокие пики имеют больший скор матрицы
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Пики имеют разную форму
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Кластеры сайтов связывания

Регуляторные модули часто содержат несколько сайтов 

связывания одного и того же фактора
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Могут быть использованы для поиска регуляторных 

элементов

Lifanov AP, Makeev VJ, Nazina AG, Papatsenko DA.. Genome Res. 2003 Apr;13(4):579-88. 

Markstein M, Markstein P, Markstein V, Levine MS. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002 Jan 22;99(2):763-8. 
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И объяснять наличие пиков с очень слабыми сайтами

Long matrix/short matrix score
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Связывание кооперативное

… to provide for on/off regulation of 

expression response (by a steeper

concentration-response curve)

D.E. Clyde, M.|S.G. Colorado, X. Wu, A. Paré, D. Papatsenko, S. Small. 
(2003) Nature, vol. 426,, pp. 849-853
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… и «аддитивное»

Provide for smooth regulation of expression 
response (by averaging contribution of several 
independently bound factors) 
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Расстояние между гетеросайтами и структура инициаторного 

комплекса. Композитные элементы
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Опубликованные картины предпочтительных расстояний
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Пример: HIF-1a, на 3’ энхансере эритропоэтина
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Профили предпочтения расстояний (HIF1a – HNF4 пример)

Косвенное подтверждение качества мотивов:

– сильный рост качества позиционных предпочтений

HRE элемент (сайт HIF1a) 

расположен в нуле

Сайты, расположенные в 

разных ориентациях имеют 

различные позиционные 

предпочтения
Kulakovskiy et al, Bioinformatics, (2011), vol. 27, pp 2621

-6

-40

-107 18
51
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Определение первичных мишеней гипоксии

• Предсказано до 3000 мишеней, включая многие 

(VEGF), не выявленные другими методами

Мишени HIF1a в геноме человека

Процент истинных предсказаний на известной выборке 

120 генов ~ 0.6  (74 гена)
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Personal Omics Profiling Reveals Dynamic Molecular and Medical Phenotypes

Rui Chen, George I. Mias, Jennifer Li-Pook-Than, Lihua Jiang, Hugo Y.K. Lam, Rong Chen, Elana Miriami, Konrad J. Karczewski, 

Manoj Hariharan, Frederick E. Dewey, Yong Cheng, Michael J. Clark, Hogune Im, Lukas Habegger, Suganthi Balasubramanian, 

Maeve O'Huallachain, Joel T. Dudley, Sara Hillenmeyer, Rajini Haraksingh, Donald Sharon, Ghia Euskirchen, Phil Lacroute, Keith 

Bettinger, Alan P. Boyle, Maya Kasowski, Fabian Grubert, Scott Seki, Marco Garcia, Michelle Whirl-Carrillo, Mercedes Gallardo, 

Maria A. Blasco, Peter L. Greenberg, Phyllis Snyder, Teri E. Klein, Russ B. Altman, Atul J. Butte, Euan A. Ashley, Mark Gerstein, 

Kari C. Nadeau, Hua Tang and Michael Snyder
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Volume 148, Issue 6, Pages 1293-1307 (March 2012)
DOI: 10.1016/j.cell.2012.02.009
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Figure 1

Source: Cell , Volume 148, Issue 6, Pages 1293-1307 (DOI:10.1016/j.cell.2012.02.009)

Copyright © 2012 Elsevier Inc. Terms and Conditions

http://www.cell.com/abstract/S0092-8674(12)00166-3
http://www.cell.com/cellpress/TermsandConditions
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Figure 2

Source: Cell , Volume 148, Issue 6, Pages 1293-1307 (DOI:10.1016/j.cell.2012.02.009)

Copyright © 2012 Elsevier Inc. Terms and Conditions

http://www.cell.com/abstract/S0092-8674(12)00166-3
http://www.cell.com/cellpress/TermsandConditions
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THE END


