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computational analysis of millions of unannotated SnPs from the 1000 
Genomes Project may speed up the search for biomedical SnP markers. 
we combined the analysis of  SnPs in the binding sites of т �т�- binding 
protein (тВР) using a previously described web service (http://beehive.  
bionet.nsc.ru/cgi-bin/mgs/tatascan/start.pl) with a keyword search for 
biochemical markers of chronopathologies�� which correspond to clinical 
manifestations of these SnPs. in the [–70; –20] region of promoters of 14 
human genes (location of proven binding sites of тВР)�� we found 32  
known and candidate SnP markers of circadian-rhythm disturbances�� 
including rs17231520 and rs569033466 (both: risk of chronopathologies 
in liver); rs35036378 (behavioral chronoaberrations); rs549858786 
(rheuma-toid arthritis with a chronoaberration of IL1B expression); 
rs563207167�� rs11557611�� and rs5505 (all three: chronopa-thologies of 
the tumor – host balance�� blood pressure�� and the reproductive system); 
rs1143627 (bipolar disorder with circadian dependence of diagnosis and 
treatment); rs16887226 and rs544850971 (both: lowered resistance 
to endotoxins because of the imbalance between the circa-dian and 
immune systems); rs367732974 and rs549591993 (both: circadian 
dependence of heart attacks); rs563763767 (circadian dependence of 
myocardial infarction); rs2276109 and rs572527200 (both: circadian 
dependence of asthma attacks); rs34223104�� rs563558831�� and rs10168 
(circadian optima of treatment with methotrexate and 
cyclophosphamide); and rs397509430�� rs33980857�� rs34598529�� 
rs33931746�� rs33981098�� rs34500389�� rs63750953�� rs281864525�� 
rs35518301�� and rs34166473 (all: neurosensory hearing loss and restless 
legs syndrome). For these SnPs�� we evaluated α (significance) of changes 
in the affinity of тВР for promoters�� where increased affinity corresponds 
to overexpression of the genes�� and decreased affinity to deficient 
expression (Z-test). Verification of these 32 SnP markers according to  
clinical standards and proto-cols may advance the field of predictive 
preventive perso-nalized medicine.
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��омп���терный анализ миллионов неаннотированных SnPs 
(Single nucleotide Polymorphisms) из проекта «1 000 геномов» 
может ускорит�� поиск �иомедицинских SnP-маркеров. 
�нализ при помощи web-сервиса SnP_ TATA_c omparator 
SnPs сайтов св�зывани� т�т�-св�зыва�щего �елка (тВР) 
со�етали с поиском хронопатологий по кл��евым словам 
так�� �то�ы �иохими�еские маркеры хронопатологий соот-
ветствовали изменени�м экспрессии генов�� содержащих эти 
SnPs. Дл� промоторов 14 генов �еловека в районе [– 70; – 20] 
(район доказанных сайтов св�зывани� тВР) �ыли найдены 
�иомедицинские и кандидатные SnP-маркеры нарушений 
циркадного ритма�� которые могут достоверно (Z-тест) изме- 
н�т�� сродство тВР к этим промоторам. В их �исле: rs17231520�� 
rs569033466 (хронопатологии пе�ени); rs35036378 (хроно-
патологи� поведен�еской активности); rs549858786 (хроно-
патологи� экспрессии IL1B при ревматоидном артрите); 
rs563207167�� rs11557611�� rs5505 (хронопатологии �аланса 
«опухол�� – хоз�ин»�� кров�ного давлени� и репродуктивной 
системы); rs1143627 (циркадност�� диагностики и терапии 
�ипол�рного расстройства); rs16887226�� rs544850971 (неус-
той�ивост�� к эндотоксинам из- за дис�аланса циркадной 
и иммунной систем); rs367732974�� rs549591993 (циркадност��  
о�острений серде�ной недостато�ности); rs563763767 
(циркадност�� слу�аев инфаркта миокарда); rs2276109�� 
rs572527200 (циркадност�� приступов астмы); rs34223104�� 
rs563558831 и rs10168 (циркадные оптимумы терапии 
метотрексатом и циклофосфамидом); rs397509430, 
rs33980857, rs34598529, rs33931746, rs33981098, rs34500389, 
rs63750953, rs281864525, rs35518301, rs34166473 
(циркадность синдрома беспокойных ног и нейросенсорной 
тугоухости). Проверка этих 32 SNP-маркеров по медицинским 
стандартам может способствовать предиктивно-
превентивной персонифицированной медицине. 
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предиктивно-превентивная персонифицированная 
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Суточная (циркадная) ритмика экспрессии выявлена 
у примерно 104 генов плацентарных (Zhang et al.,Zhang et al., 
2014). Ритм около 24 ч задает центральный эндоген- около 24 ч задает центральный эндоген- задает центральный эндоген- центральный эндоген-

ный водитель ритма: молекулярно-генетические осцилля-
торы нейронов супрахиазматических ядер гипоталамуса 
синхронизуются сутками через ретиногипоталамический 
путь и накладывают эту ритмику на осцилляторы пери-
ферийные – молекулярно-генетически идентичные, но 
работающие с собственной ритмикой в клетках органов, 
тканей и систем тканей. Далее осцилляторы ритмизуют. Далее осцилляторы ритмизуют 
множество генов через экспрессию тканеспецифичных 
транскрипционных факторов (краткодействующая 
регуляция) или ремоделинг хроматина (долгодействующая 
регуляция) (Padmanabhan et al., 2012; Eckel-Mahan et al.,Padmanabhan et al., 2012; Eckel-Mahan et al., et al., 2012; Eckel-Mahan et al.,et al., 2012; Eckel-Mahan et al., al., 2012; Eckel-Mahan et al.,al., 2012; Eckel-Mahan et al.,., 2012; Eckel-Mahan et al.,et al., al.,al.,., 
2013). Подстройка периферийной осцилляции под общийПодстройка периферийной осцилляции под общий 
циркадный ритм синхронизует различные системы ор-
ганизма. Поэтому десинхрония может отягчить/вызвать 
патологии непосредственно не взаимодействующих сис-
тем: аутоиммунные патологии могут быть следствием 
десинхронии иммунной защиты организма от экзотокси-
нов и систем вывода/метаболизма эндотоксинов-аналогов 
(Wang et al., 2015), хронофармакология находит циркад-
ные оптимумы диагностики (Marckmann et al., 1993) 
и терапии (Ohdo et al., 1997; Gorbacheva et al., 2005). 

В «догеномную эру» связывание SNPs с заболева-
ниями – редкая удача, в настоящее время оно является 
одной из целей проекта «1 000 геномов» (Delaneau et al., 
2014), результаты которого dbSNP собирает и ранжирует 
SNPs по встречаемости (Sherry et al., 2001). Самые час-
тые вносятся в референсный геном человека (hg19) как 
анцестральные, отражая в Ensembl (Zerbino et al., 2015) 
и GENCODE (�rankish et al., 2015). Минорные SNPs 
в генах, вовлеченных в данный патологический процесс, 
можно найти с помощью Web-сервиса «UCSC GenomeUCSC Genome 
Browser» (Haeussler et al., 2015), визуализирующего» (Haeussler et al., 2015), визуализирующего 
полногеномную карту. Последующее рутинное геноти-
пирование их у множества пациентов выявляет среди 

минорных SNP биомедицинские маркеры, достоверно 
часто ассоциированные с данной патологией (Abbas et al., 
2006). Общепринятый подход биоинформатиков – оценка 
сходства проекций миллионов неаннотированных SNPs 
«1 000 геномов» и тысяч биомедицинских SNP-маркеров 
на карты геномов и метаболомов, генов и их продуктов 
в норме, патологии или при терапии (Chen et al., 2014). 
Это ускоряет поиск кандидатных SNP-маркеров лишь при 
множестве уже найденных биомедицинских SNP-марке-
ров или широкой инвариантности дефектов (например, 
любое повреждение белка). Оба условия взаимосвязаны и 
выполняются для SNPs кодирующей части генов. Напро-
тив, SNP-маркеров регуляторных районов генов описано 
мало из-за специфичности их патогенных проявлений 
(Zerbino et al., 2015). При этом примерно 10 % регуля-
торных SNP-маркеров (Савинкова и др., 2009) найдены 
в районе [–70; –20] п. о. от старта транскрипции, т. е. 
в районе сайтов связывания ТАТА-связывающего белка 
(ТВР). Это отвечает экспериментально установленным 
фактам: 1) ТВР необходим для инициации транскрипции 
(Martianov et al., 2002); 2) сродство ТВР к промотору гена 
позитивно коррелирует с уровнем экспрессии этого гена 
(Mogno et al., 2010). Опыты по иммунопреципитации 
хроматина (ChIP) подтвердили, что у мыши большинство 
промоторов несут сайты связывания ТВР (Choukrallah et 
al., 2012), что совпало с in silico прогнозом и выборочными 
in vivo тестами для человека (�ang et al., 2011). Поэтому 
для поиска кандидатных SNPs в промоторах мы предла-
гаем дополнить общепринятую оценку сходства поло-
жения SNP-маркеров и неаннотированных SNPs in silico 
прогнозом сродства «ТВР/промотор» для этих SNPs (см. 
рисунок). Web-сервис SNP_TATA_Comparator, представ-
ленный нами ранее (Рассказов и др., 2013), подвел итог 
циклу работ по поиску данных о SNPs сайтов связывания 
ТВР в промоторах человека (Савинкова и др., 2009), про-
гнозу связи «SNP-патология» (Пономаренко и др., 2009) 
и проверке таких прогнозов in vitro: 1) в «реальном вре- 
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мени» (Аркова и др., 2014); 2) в рав-
новесных (Savinkova et al., 2013) и 
3) в неравновесных (Drachkova et al.,
2014) условиях.

В данной работе был применен 
этот Web-сервис к неаннотированным 
SNPs сайтов ТВР-связывания, сход-
ным с биомедицинскими SNP-марке-
рами по способности менять сродство 
ТВР к тем же промоторам. Проведен 
поиск статей о биохимических марке-
рах хронопатологий, идентичных по 
изменениям экспрессии генов с этими 
SNPs, и обнаружено 32 кандидатных 
SNP-маркера, способных влиять на 
хронопатогенез путем изменения 
сродства ТВР к промоторам 14 генов 
человека. Их проверка по медицин-
ским стандартам может быть полез-
ной для предиктивно-превентивной 
персонифицированной медицины.

Материалы и методы
Анализировали фрагменты ДНК 
проксимальных промоторов длиной 
90 п. о. для анцестральных (hg19) 
и 89 минорных (min) вариантов 14 
генов человека из обзора Савин-
ковой с коллегами (2009). Анцест-
ральные варианты брали из Ensembl 
(Zerbino et al., 2015) и GENECODE 
(�rankish et al., 2015), минорные де-
лали из анцестральных, как показано 
на рисунке, в окнах «Base sequence»Base sequence»» 
и «Editable sequence». По каждойEditable sequence». По каждойe». По каждой 
ДНК мы оценили сродство ТВР к 
промотору, –ln(KD) ± δ, в ln-едини-
цах (окно «Result») и в nM (табл.) 
(здесь: KD и δ – константа диссо-
циации комплекса ТВР/промотор и 
ее стандартное отклонение). Срав-
нили сродство ТВР к аллелям hg19 
и min промотора в рамках Z-теста 
в составе стандартного статистиче-
ского пакета R (Waardenberg et al., 
2015), Z = abs[ln(KD

(min)/KD
(hg19)]/

[δ2
(min) + δ2

(hg19)]1/2. Была предсказана 
(строка «Decision») при значимом 
росте сродства ТВР к промотору су-
перэкспрессия гена, при спаде – дефи-
цитная экспрессия (Mogno et al., 2010).

результаты
Результаты для всех 32 найденных –  
описанных в литературе и кандидат-
ных – биомедицинских SNP-марке-
ров хронопатологий даны на рисунке 
и в таблице. Рассмотрим их детально 
на примере гена индуцибельной 
NO-синтазы NOS2. В его промоторе 

замена gtataaatac(T → C)–51cttggctgc (далее: –51T → C, выделено жирным 
– ТАТА-бокс, канонический сайт ТВР-связывания) описана Clark с коллегами
(2003) как SNP-маркер устойчивости к малярии и риска эпилепсии, при кото-
рой наблюдают нарушения циркадных ритмов сердечно-сосудистой системы,
сна – бодрствования, температуры тела и уровня мелатонина, кортизола и
гормона роста (Hofstra, de Weerd, 2009). Сродство ТВР к минорному аллелю
–51T было 20,17 ± 0,10 ln ед. (в табл. – 2 nM) значимо (Z = 2,9, α < 0,01) выше
такового для анцестрального аллеля –51С: 19,40 ± 0,10 ln ед. (1 nM). Согласно
опыту (Mogno et al., 2010), росту сродства ТВР к промотору соответствуют
суперэкспрессия NOS2 и избыток NO у пациента с –51T (табл.: «↑»).

Это согласуется с клиническими данными роста уровня NO как компонента 
врожденного иммунитета при устойчивости к малярии (Clark et al., 2003) и как 
нейромедиатора при эпилепсии (Gonzalez-Martinez et al., 2009) и хронопато-
логиях (Hofstra, de Weerd, 2009). Мы нашли клинические наблюдения (Kaya 
et al., 2004) роста уровня NO как биохимического маркера ремиссии паниче-
ского расстройства с циркадностью симптомов и поэтому прогнозируем SNP 
NOS2:–51T → C как кандидатный SNP-маркер этой хронопатологии. 

Для остальных 13 генов человека мы получили аналогичные результаты 
(таблица), описание которых можно найти в Дополнительных материалах1.

Обсуждение
Связывание ТВР обязательно перед стартом транскрипции любой мРНК 
(Martianov et al., 2002). Было показано, что среди 68 биомедицинских и кан-
дидатных SNP-маркеров, нарушающих ТВР-связывание (Ponomarenko et 
al., 2015) есть 32 SNP-маркера для хронопатологий. На основе биоинфор-
матического анализа ТВР-связывания были подтверждены ранее описанные 
SNP-маркеры хронопатологий и болезней с циркадным оптимумом терапии 
и предложены кандидатные SNP-маркеры и гипотезы их фенотипического 
1 Дополнител��ные материалы см. в �риложении 3 по адресу: http://www.bionet.nsc.ru/vogis/
download/pict-2015-12/appx3.pdf    

In silico search for a candidate SnP marker for chronopathologies with the web-service  
SnP_TATA_c omparator (r asskazov et al.�� 2013) by the example of the biomedical SnP –51T → c   
in the promoter of the NOS2 gene�� which marks chronopathologies observed in epilepsy (Hofstra�� 
de weerd�� 2009).

Fisher’s Z score 
assessment of the significan e  

of the change in the gene product 
level in a carrier of the minor SnP  

allele in comparison with the ancestral  
allele in the reference hg19 genome 

(Ponomarenko et al.�� 2009)

(c lark et al.�� 2003): –51T→с

Ensembl
(Zerbino
et al.�� 2015) 

hg19
GEnc o DE
(Frankish
et al.�� 2015)
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Биомедицинские и кандидатные SnP-маркеры  
дл� хронопатологий в промоторах генов �еловека

эффекта (появление хронопатологии, выраженность от-
вета на терапию при циркадной ритмике, см. таблицу). 
Следовательно, анализ связи «TBP – промотор» может 
дать врачам меру обоснованности поиска SNP-маркеров 
среди SNPs в области проксимальных промоторов. До-
казать же значимость найденных SNP-маркеров может 
лишь достоверно высокая их частота у пациентов с учетом 
возрастного, гендерного и этнического состава их когорт, 
климата, экологии, условий и стиля их жизни (�oo et 
al., 2014). Спектр связей SNPs сайтов связывания ТВР с 
хронопатологиями включает как нарушения циркадности 
(e. g., rs35036378) и риск заболеваний (e. g., rs549858786), 
так и внутрисуточные (e. g., rs397509430), сезонные (e. g., 
F7: –33A → C), гендерные (e. g., rs11557611) и возрас-
тные (e. g., rs563763767) особенности патологий, цир-
кадные оптимумы диагностики (e. g., NOS2: –51T → C) 
и терапии (e. g., rs34223104), их сдвиг диетой пациента 
(e. g., rs1143627), дисбаланс систем в организме (e. g., 
rs16887226), включая «опухоль – хозяин» (e. g., rs5505), 
риск ряда осложнений патологий (e. g., rs17231520). Это 
соответствует нашему каталогу (Подколодная, Подко-
лодный, 2013) биомедицинских SNP-маркеров в генах 
циркадного ритма, установленных чаще в регуляторных 
районах и в связи c циркадными особенностями неоп-
лазм (e. g., нарушен суточный ритм при раке молочной 
железы (Cash et al., 2015)), психических (e. g., синдром 
Смит – Магениса (Mullegama et al., 2015)), нейродегене-
ративных (e. g., болезнь Альцгеймера (Wu et al., 2007)), 
аутоиммунных (e. g., ревматоидный артрит (Kouri et al., 
2013)), воспалительных, метаболических заболеваний и 
старения. 

Наконец, статистическая значимость кандидатных 
SNP-маркеров варьировала от высокой (e. g., α < 10–7 для 
rs10168) до пороговой (e. g., α < 0,05 для rs549591993). 
Поэтому необходима их проверка по медицинским стан-
дартам, для которой биоинформатический анализ может 
дать пределы точности. В таблице даны оценки KD (в nM) 
для комплексов ТВР/ДНК в условиях in vitro (Savinkova 
et al., 2013). Они были от 1 до 60 nM при их разнице для 
вариантов SNP менее 2 % этого диапазона, это вне рамок 
точности их измерений, ± 10 %, без их оценок a priori. 
Поэтому оценки KD в таблице – это необходимая для 
проверки по медицинским стандартам часть кандидатного 
SNP-маркера хронопатологий. 

Верификация предсказанных кандидатных SNP-марке-
ров сайтов связывания ТВР в промоторах генов человека 
в рамках медицинских стандартов и протоколов будет 
способствовать предиктивно-превентивной персонали-
зированной медицине.
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