
Анализ регуляторных последовательностей
ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

Computer analysis  
of co-localization of transcription 
factor binding sites in genome 
by ChIP-seq data

A.I. Dergilev1, 2  , A.M. Spitsina1,  
I.V. Chadaeva1, 2, A.V. Svichkarev1, 3,  
F.M. Naumenko1, E.V. Kulakova1, E.R. Galieva1, 2, 
E.E. Vityaev2, 4, M. Chen5, Y.L. Orlov1, 2 

1 Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia 
2 Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia 
3 Peter the Great St. Petersburg Polytechnic University,  
Saint-Petersburg, Russia 
4 Institute of Mathematics SB RAS, Novosibirsk, Russia 
5 Zhejiang University, Hangzhou, China 

Statistical features of the distribution of transcription 
factor binding sites in the mouse genome that are 
obtained by ChIP-seq experiments in embryonic 
stem cells have been considered. Clusters of sites that 
contain four or more different transcription factor 
binding sites in the mouse genome have been defined, 
also their location relatively to the regulatory regions 
of genes has been described. The presence of two 
types of site co-localization has been shown: clusters 
containing binding sites for factors Oct4, Nanog, Sox2, 
located in the distal regions, and clusters containing 
binding sites n-Myc, c-Myc, mainly located in the pro
moter regions of mouse genes. Analysis of new ChIP-
seq data about binding of transcription factors Nr5a2, 
Tbx3 in the same cell type has confirmed the division of 
clusters of transcription factors binding sites into two 
types: those containing the binding sites of regulators 
of pluripotency (Oct4, Nanog, and others) and those 
not. The computer program of the statistical data pro
cessing of gene location and chromatin domains that 
analyzes experimental data of site localization obtain
ed by ChIP-seq in the mouse genome and the human 
genome has been developed. The presence of prefer
ences at position of transcription factor binding sites 
of various types has been revealed, the distances 
between the nearest groups of TF binding sites Oct4, 
Nanog, Sox2 and TF binding sites n-Myc and c-Myc 
have been calculated using this program. The presence 

Разработана компьютерная программа расчета кластеров сайтов 
связывания различных транскрипционных факторов (ТФ) по дан
ным геномных координат пиков профиля ChIP-seq (Chromatin 
ImmunoPrecipitation-sequencing). Рассмотрены статистические 
особенности распределения сайтов связывания транскрипцион
ных факторов в геноме мыши, полученных с помощью ChIP-seq 
экспериментов в эмбриональных стволовых клетках. Определены 
кластеры сайтов, содержащие четыре (и более) сайта связывания 
различных транскрипционных факторов в геноме мыши, описано 
их расположение относительно регуляторных районов генов. 
Подтверждено наличие двух типов совместной локализации 
сайтов: кластеры, содержащие сайты связывания факторов Oct4, 
Nanog, Sox2, расположенные в дистальных районах, и кластеры 
с сайтами связывания n-Myc, c-Myc, находящиеся в основном 
в промоторных районах генов мыши. Анализ новых данных 
ChIP- seq по связыванию транскрипционных факторов Nr5a2, Tbx3, 
Cep, SRF, USF1 в том же типе клеток подтвердил разделение кла
стеров сайтов связывания транскрипционных факторов на два 
типа: содержащие сайты связывания регуляторов плюрипотент
ности (Oct4, Nanog и Sox2) и не включающие их. Разработана 
компьютерная программа статистической обработки данных о 
расположении сайтов в генах, использующая экспериментальные 
данные локализации сайтов, которые получены методами ChIP- seq  
в геномах мыши и человека. С помощью этой программы выявле
ны закономерности локализации сайтов связывания транскрип
ционных факторов различных типов. Рассчитаны расстояния 
между ближайшими сайтами связывания ТФ группы Oct4, Nanog, 
Sox2 и сайтами связывания других факторов в кластерах сайтов, 
которые служат основой для анализа совместного связывания 
белковых комплексов с ДНК. Рассчитана доля присутствия извест
ных нуклеотидных мотивов сайтов связывания транскрипционных 
факторов в геномных участках ChIP-seq. Пересчитаны весовые 
матрицы для таких нуклеотидных мотивов. Показана корреляция 
присутствия мотивов с интенсивностью связывания ChIP-seq. 
Программы, реализующие разработанные компьютерные методы 
оценки кластеризации сайтов связывания различных транскрип
ционных факторов для новых данных ChIP-seq, доступны по запро
су к авторам.
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of nucleotide motifs of transcription factor binding sites 
in the selected areas of ChIP-seq has been estimated, 
nucleotide motifs have been refined. A correlation bet
ween the presence of motifs and the intensity of ChIP-
seq binding has been shown. Computer methods for 
estimating the clustering of different transcription factors 
binding sites for new data ChIP-seq have been developed. 
Programs are available upon the request to the authors.

Key words: transcription factor binding sites; embryonic 
stem cells; data mining; regularity discovery; ChIP-seq; 
enhancers.

Исследование регуляции экспрессии генов эукариот 
в масштабе генома требует изучения сайтов свя-
зывания транскрипционных факторов (ССТФ), 

контролирующих транскрипцию генов, их геномную 
локализацию, определение генов-мишеней ТФ. В по-
следние годы благодаря методам высокопроизводитель-
ного секвенирования ChIP-seq, ChIP-on-chip, ChIP-PET и 
другим технологиям, сопряженным с иммунопреципита-
цией хроматина (ChIP – Chromatin ImmunoPrecipitation), 
появился огромный массив качественно новых данных, 
позволяющих оценить регуляторный потенциал клетки, 
в том числе исследовать все сайты связывания заданного 
транскрипционного фактора в геноме (Орлов, 2014; Иг-
натьева и др., 2015).

Развитие высокоэффективных экспериментальных 
методик измерения экспрессии генов, построения карт 
ДНК-белковых взаимодействий позволяет исследовать 
совместное расположение сайтов связывания транс-
крипционных факторов в геноме (Kuznetsov et al., 2007; 
Chen et al., 2008). Возникают задачи анализа огромных 
объемов данных и поиска закономерностей организации 
регуляторных районов генов с помощью статистических, 
логических и биоинформационных методов (Кулакова и 
др., 2015; Спицина и др., 2015).

Классическими задачами анализа экспериментальных 
данных ChIP-seq являются картирование последователь-
ностей прочтений ДНК (ридов), определение пиков геном-
ного профиля связывания, последующая реконструкция 
нуклеотидных мотивов сайтов связывания по геномным 
последовательностям, представленным в таких пиках 
(Орлов, 2014; He et al., 2015). В данной работе мы рассма-
триваем задачу определения групп (кластеров) сайтов свя-
зывания в геноме и анализ расположения мотивов в них.

С появлением первых данных о сайтах связывания ТФ 
был разработан набор компьютерных методов предсказа-
ния сайтов только по нуклеотидной последовательности, 
поиска закономерностей взаимного расположения сайтов 
в промоторных районах (Babenko et al., 1999; Витяев и др., 
2001; Boeva, 2016). Первые работы основывались на вы-
явлении олигонуклеотидных мотивов и были ограничены 
статистической базой (десятки, в лучшем случае сотни 
последовательностей в базах данных) (Heinemeyer et al., 

1998). Появление полногеномных методов секвенирова-
ния дало толчок к поиску сайтов и регуляторных районов 
с помощью геномных профилей ChIP-seq, определению 
предпочтений геномной локализации, нуклеосомной 
упаковки (Goh et al., 2010; Орлов, 2014). 

В этой связи уникальный ресурс по одновременному 
анализу связывания большого числа различных транс-
крипционных факторов методами ChIP-seq для анализа 
как мотивов, так и регуляторных генных сетей представ-
ляет работа X. Chen с коллегами (Chen et al., 2008). Эти 
данные о сайтах связывания послужили основой целого 
ряда исследований, уточнявших протоколы обработки 
ChIP-seq, продолжающихся и в настоящее время (Orlov 
et al., 2009; Kuznetsov et al., 2010; He et al., 2015; Zhang, 
Wang, 2015). В нашем исследовании рассматривается 
аспект анализа регуляторных районов на основе класте-
ризации сайтов связывания различных транскрипционных 
факторов.

Выбор транскрипционных факторов в упоминаемой 
выше работе (Chen et al., 2008) был связан с анализом 
поддержания плюрипотентного состояния клеток. Так, 
например, транскрипционный фактор Oct4, кодируемый 
геном Pou5f1, – это POU домен-содержащий ТФ, суще-
ственный для эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) 
и раннего эмбрионального развития. В частности, Oct4 
взаимодействует с Sox2 (HMG-содержащий ТФ), со-
вместно они воздействуют на множество генов в ЭСК 
человека (Boyer et al., 2005; Loh et al., 2006). В серии работ, 
включая известную публикацию S. Yamanaka (Takahashi, 
Yamanaka, 2006), было показано, что Oct4 и Sox2 вместе с 
c-Myc и Klf4 достаточны для репрограммирования фибро-
бластов в индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки, которые функционально похожи на ЭСК. Другой 
транскрипционный фактор – Nanog – представляет собой 
гомеодомен-содержащий фактор, который может поддер-
живать состояние плюрипотентности в ЭСК. Однако для 
этого требуются и другие транскрипционные регуляторы. 
К ним относятся Esrrb и Zfx, которые регулируют само-
обновление ЭСК (Ivanova et al., 2006; Loh et al., 2006). 
Известны также ключевые компоненты сигнальных пу-
тей, опосредованных BMP и LIF– Smad1 и STAT3 (Chen 
et al., 2008). Полногеномный эксперимент ChIP-seq для 
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фактора Tbx3 в ЭСК мыши показал, что Tbx3 регулирует 
гены, ассоциированные с состоянием плюрипотентности, 
и факторы репрограммирования, и, таким образом, отно-
сится к группе транскрипционных факторов поддержания 
плюрипотентности (Han et al., 2010). Еще один важный 
транскрипционный фактор, E2f1, задействован в регуля-
ции клеточного цикла, где показана ассоциация участков 
его связывания с промоторными районами генов (Bieda 
et al., 2006).

Для расширения анализа к данным, полученным в 
работе X. Chen c коллегами (2008), были добавлены коор-
динаты сайтов связывания нескольких транскрипционных 
факторов, определенные с помощью ChIP-seq в том же 
типе клеток – Cep, SRF, USF1 (Sirito et al., 1998; Xu et al., 
2014; Kuzniewska et al., 2015).

Cep – активатор транскрипции, который связывает ту 
же последовательность ДНК, что и р53. Он играет важ-
ную роль в нормальном развитии, обеспечивает мейозное 
деление клеток. Следующий транскрипционный фактор, 
SRF, принадлежит к семейству факторов MADS (MCM1, 
Agamous, Deficiens и SRF). Этот белок связывается с эле-
ментом ответа в сыворотке (SRE) в промоторном участке 
генов-мишеней. Кроме того, SRF регулирует активность 
многих ранних генов, например С-FOS, и тем самым 
участвует в регуляции клеточного цикла, апоптоза, кле-
точного роста и дифференцировки клеток (Kuzniewska et 
al., 2015). Последний ТФ в нашем добавленном списке – 
USF1 – кодирует основную спираль лейциновой застежки 
и может функционировать в качестве фактора клеточной 
транскрипции (Sirito et al., 1998). Следует отметить, что 
пониженный уровень USF1 у мышей увеличивает ско-
рость метаболизма.

С помощью компьютерного анализа данных ChIP-seq, 
доступных в GEONCBI, построены полногеномные карты 
сайтов связывания транскрипционных факторов в эмбрио-
нальных стволовых клетках в геноме мыши для факторов 
c-Myc, Oct4, Nanog, Sox2, E2f1, n-Myc, Tbx3, Eset, Nr5a2, 
Smad2 (Chen et al., 2008; Han et al., 2010; Heng et al., 2010; 
Lee et al., 2011), а также Cep, SRF, USF1 (Sirito et al., 1998; 
Xu et al., 2014; Kuzniewska et al., 2015).

В нашей работе были использованы координаты сайтов 
этих факторов связывания в одном и том же типе клеток, 
представленные в указанных выше публикациях. Най-
дена корреляция между присутствием мотивов (процент 
мотивов в пиках ChIP-seq) и интенсивностью связывания 
ChIP-seq (высота пика) в геноме мыши. Разработанное 
программное обеспечение может быть использовано 
для анализа кластеров сайтов связывания новых набо-
ров транскрипционных факторов в геномах эукариот, 
включая данные из проектов ENCODE (https://genome.
ucsc.edu/ENCODE/), modENCODe, FactorBook (http://
www.factorbook.org). Исследование закономерностей 
расположения нуклеотидных мотивов и контекстных 
сигналов в геномной ДНК найденных кластеров сайтов 
с помощью методов интеллектуального анализа данных и 
знаний (Data Mining) позволит описать точные закономер-
ности структурной организации регуляторных районов 
генов, в том числе энхансерных районов в геноме для 
их аннотации и распознавания на основе нуклеотидных 
последовательностей.

Материалы и методы
В работе были использованы полногеномные карты сайтов 
связывания транскрипционных факторов в эмбриональ-
ных стволовых клетках, построенных по данным ChIP-seq 
для c-Myc, Oct4, Nanog, Sox2, E2f1, n-Myc, Tbx3, Eset, 
Nr5a2, Smad2 в геноме мыши (Chen et al., 2008; Han et 
al., 2010; Heng et al., 2010; Lee et al., 2011). Были изучены 
закономерности расположения нуклеотидов в кластерах 
сайтов с помощью программы Match TM и других про-
грамм, разработанных на языке Python 2.7 (IDE PyCharm 
4.0.4) с использованием библиотек, реализованных на 
языке C++. Разработан набор утилит командной строки, 
при этом каждая утилита (на языке Python) реализует одну 
из требуемых функций. Был задействован ряд скриптов 
для симуляции числа кластеров в зависимости от обще-
го числа сайтов и размера генома, в том числе только 
размеров промоторных областей или заданных районов 
хромосом. С помощью скриптов в среде R были постро-
ены тепловые карты и проведены расчеты корреляций 
встречаемости пар сайтов.

Поиск мотива выполняли с использованием весовой 
матрицы из базы данных TRANSFAC (Heinemeyer et 
al., 1998), уточнение – по выравниванию найденных ну-
клеотидных последовательностей, содержащих мотив в 
различных наборах данных. Общая схема итеративного 
компьютерного поиска и уточнения мотивов по данным 
ChIP-seq представлена на рис. 1.

Результаты и обсуждение
Использованы геномные карты сайтов связывания боль-
шого набора транскрипционных факторов в геноме мыши 
на одном типе клеток (Chen et al., 2008; Han et al., 2010; 
Heng et al., 2010). Необходимо отметить, что экспери-
менты иммунопреципитации хроматина могут получать 
сигнал непрямых ДНК-белковых взаимодействий, по-
этому присутствие нуклеотидных мотивов не является 
необходимым условием и требует дополнительного уточ-
нения. Особенность использованного подхода состоит в 
изучении одновременного расположения сайтов связы-
вания нескольких различных транскрипционных факто-
ров, предполагается возможность их взаимодействия и 
согласованного функционирования в исследуемом типе 
ткани. Показано наличие геномных участков, совмест-
но занятых несколькими сайтами различных факторов, 
определенных с помощью ChIP-seq. Такие участки можно 
назвать «горячими точками» совместной локализации ТФ. 
Они с большой вероятностью представляют собой функ-
ционально важные регуляторные участки транскрипции 
генов. Необходима дальнейшая интеграция данных о 
связывании сайтов c анализом экспрессии генов (Orlov 
et al., 2012; Полунин и др., 2014; Спицина и др., 2015) с 
учетом дальнедействующих взаимодействий хроматина 
(Li et al., 2014; Кулакова и др., 2015).

Перерасчет карт локализации сайтов связывания Tbx3 
(Han et al., 2010) и исследованных ранее кластеров из 
работы Х. Chen с коллегами (2008) показал совместную 
локализацию связывания Tbx3 с группой Oct4-Sox2-Nanog 
(Доп. материалы 1)1.
1 Дополнительные материалы 1–4 см. в Приложении 1 по адресу:  
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2016-20/appx5.pdf

http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2016-20/appx5.pdf
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ChIP-seq data processing 

ChiP-seq 
input data

Iterative construction of site 
clusters on sets of coordinates

Coordinates of ChIP-seq peaks for FactorX TF 

Coordinates of ChIP-seq peaks for FactorY TF 

Coordinates of ChIP-seq peaks for FactorZ TF 

Site clustering with locations of motifs  
in cluster sequences

Analysis of the arrangement of sites  
in clusters of clusters 

Search for patterns of site locations using 
GeneDiscovery

Refinement of nucleotide 
motifs. Logo construction

Fig. 1. Data processing: construction of site clusters, search for nucleo-
tide motifs, and analysis of their co-localization.

Статистика расположения сайтов связывания 
транскрипционных факторов
Анализ расположения сайтов показал, что отдельные 
участки генома заняты одновременно несколькими раз-
личными транскрипционными факторами, связанными 
с геномной ДНК на очень близком расстоянии (десятки 
нуклеотидов), или даже с перекрытием участков свя
зывания. Некоторые обогащенные связыванием ТФ рай-
оны могут появиться по случайным причинам – близкое 
расположение сайтов еще не означает их функциональ
ной  общности или кооперативного связывания. В то 
же время некоторые геномные районы, обогащенные 
сайтами связывания (Chen et al., 2008), могут функцио-
нировать как дистальные энхансеры и действительно при-
влекают кооперативно связывающиеся белковые факторы, 
физически контактирующие друг с другом при связыва-
нии с ДНК. Примеры экспериментального определения 
таких контактирующих белков, образующих комплекс 
энхасеосомы, были показаны ранее (Panne et al., 2007)  
(рис. 2).

Рассмотрим расположение сайтов, определенных с 
помощью ChIP-seq, в пределах 500 нт. Для статистиче-
ского разделения неслучайных комбинаций сайтов от 
«шума» – ожидаемого по случайным причинам числа 
кластеров сайтов (групп близко расположенных позиций 
пиков связывания ChIP-seq) – был разработан алгоритм, 
принимающий во внимание число связанных районов, 
интенсивность сигнала ChIP-seq в связывании для каж-
дого ТФ. Первый шаг состоял в формальном определении 
кластера сайтов связывания. Два участка связывания 
(пики ChIP-seq) включались в кластер, если центральные 
позиции пиков были удалены не более чем на заданное 
расстояние (200 нт) друг от друга.

Для оценки вероятности получения таких комбинаций 
было построено распределение кластеров, которые могут 
образоваться по случайным причинам, по размерам, в том 
числе размерам сайтов и хромосом, с использованием под-
ходов, представленных в работах (Chen et al., 2008; Orlov 
et al., 2009). В целом три сайта связывания различных 
ТФ в одном и том же геномном локусе могут рассматри-
ваться как неслучайная комбинация. Для более строгого 
сравнения использовали размер, занимаемый только 
промоторами генов, без пересечения (определяли 2.5 Кб 
перед стартом транскрипции и 500 нт – после него), что 
значительно меньше размера всего генома, доступного 
для картирования. Связывание четырех и более ТФ одно-
временно достаточно для принятия гипотезы на уровне 
1 % FDR (с вероятностью ошибки ложного предсказания 
1 %) как для проксимальных промоторов, так и для дис-
тальных сайтов.

Пики ChIP-seq (сайты связывания) для фиксирован
ного ТФ, содержащие в окрестности 100 нт пики другого 
фактора, последовательно кластеризовали друг с другом. 
Кластер увеличивался до тех пор, пока новые пики уже 
невозможно было добавить. Ограничением по длине 
геномного участка, варьируемой в программе при постро-
ении кластеров, был размер 500 нт. Для каждого локуса 
получено описание, сколько сайтов разных ТФ, заданных 
пиками ChIP-seq, он содержит; названия факторов; высота 
пиков; его геномные координаты (см. рис. 2).

Рассмотрим геномную локализацию построенных кла-
стеров сайтов связывания транскрипционных факторов. 
40 % из них находятся во внутригенных районах, остав-
шиеся кластеры располагаются в промоторных районах 
(37 %) и внутри генов (23 %). 

Интересно отметить, что кластеры большего размера, 
как правило, расположены дистально, лишь менее 20 % 
кластеров из семи и более ТФ находятся в промоторных 
районах в сравнении с 40 % кластеров размером не более 
пяти ТФ. Следовательно, совместная встречаемость ССТФ 
в кластерах не связана с их расположением в промоторах, 
где могло бы находиться большинство геномных ССТФ. 
Разработанная программа позволяет пересчитывать уро-
вень значимости для совместной встречаемости группы 
сайтов для произвольного набора транскрипционных 
факторов.

Матрицы совместной локализации  
сайтов связывания различных  
транскрипционных факторов и тепловые карты
Разработана программа, позволяющая рассчитать по ге-
номным координатам пересечение расположения сайта 
связывания транскрипционного фактора с другими сай-
тами и построить кластеры (рис. 3).

На рис. 3 показано число кластеров в зависимости от 
размера кластера (числа содержащихся в нем сайтов). 
Параметр расчета границ расположения в данном случае – 
200 нт между координатами сайтов, определенными мето-
дом ChIP-seq. Из этого рисунка видно, что число сайтов 
связывания в кластерах в зависимости от размера кластера 
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экспоненциально убывает. Есть единичные кластеры, 
содержащие одновременно до 15 сайтов связывания раз-
личных факторов. В то же время нет геномного района, 
содержащего одновременно сайты всех 18 факторов, что 
говорит о функциональных различиях факторов. По-
добный результат был получен ранее для набора сайтов 
связывания 13 факторов, при этом максимальный размер 
кластера был равен 11 (Orlov et al., 2009) (см. Доп. мате-
риалы 2, рис. 1–3).

Для каждой пары транскрипционных факторов был 
рассчитан коэффициент линейной корреляции Пирсона 
совместной локализации их сайтов связывания в геноме 
мыши. Построена матрица частот совместной локали-
зации сайтов различных ТФ по координатам в геноме 
(рис. 4). 

В каждой ячейке такой симметричной матрицы со-
держится число совпадающих (перекрывающихся в 
геномном интервале до 200 нт) сайтов связывания двух 
факторов. По диагонали располагается число сайтов 
каждого фактора по отдельности. Далее была построена 
матрица корреляций. Для каждой пары транскрипцион-
ных факторов был подсчитан линейный коэффициент 
корреляции между строками исходной матрицы. Такая 
матрица задает меру близости, или ассоциации, между 
различными транскрипционными факторами. Чем выше 
коэффициент корреляции, тем ближе располагаются 
сайты связывания транскрипционных факторов друг к 
другу относительно других факторов. С использованием 
коэффициента корреляции расположения сайтов как меру 
близости факторов с помощью программы в среде R была 
рассчитана матрица совместной локализации исследован-
ных транскрипционных факторов. Интенсивность такой 
совместной локализации показана в форме тепловой 
карты (термокарты) (см. рис. 4).

Подтверждено, что группа кластеров Myc (включая 
гены c-Myc, n-Myc) характеризуется преимущественно 
промоторным расположением, а группа Nanog (c другими 
ключевыми факторами плюрипотентности) – преимуще-
ственно дистальным расположением относительно старта 
транскрипции генов.

Выявление нуклеотидных мотивов в кластерах
Анализ данных ChIP-seq о сайтах связывания несколь-
ких транскрипционных факторов позволяет получить 
комбинаторную информацию о регуляторном действии 
сайтов (Chen et al., 2008). Такая информация собирается с 
помощью определения точного положения нуклеотидных 
мотивов и их взаимного расположения в регуляторных 
участках генов (в нашем случае кластеров сайтов).

Fig. 2. Schematic presentation of transcription regulation loci containing clusters of transcription factor binding sites recognized according to ChIP-
seq data (Chen et al., 2008). Nucleotide motifs of binding sites, their location in regulatory regions, and pattern search.
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Проведена обработка исходных 
данных ChIP-seq, рассчитаны пороги 
для выделения пиков из профиля и 
число пиков и выделены их коор-
динаты в геноме мыши. Результаты 
представлены в таблице, в которой 
показано число сайтов для каждого 
транскрипционного фактора по от-
дельности, варьирующее от 1 до 39 
тыс. сайтов в геноме. Длина нуклео
тидного мотива (весовая матрица) 
взята из базы данных TRANSFAC 
(Heinemeyer et al., 1998). Далее был 
рассчитан процент присутствия ну-
клеотидных мотивов в пиках ChIP-seq 
всех анализируемых ТФ. 

Процент присутствия вычисляли 
как отношение числа пиков с хотя бы 
одним присутствием мотива (выше 
или равно порога по score, порог был 
установлен равным 0.8) к общему 
числу пиков данного ТФ. Процент 
присутствия мотивов характеризует 
как информационное содержание 
мотива, так и качество данных ChIP-
seq в наборе. При этом присутствие 
или отсутствие выраженного нук
леотидного мотива недостаточно для 
определения качества эксперимента, 
как показано в ряде работ на том 
же наборе данных (Kuznetsov et al., 
2010). Для пиков ChIP-seq в кла-
стерах, содержащих несколько раз-
личных сайтов, процент содержания 
нуклеотидных мотивов выше, чем 
для пиков ChIP-seq, расположенных 
вне кластеров. Таким образом, при-
сутствие других сайтов (пиков ChIP-
seq) на близком расстоянии в геноме 
может свидетельствовать о большей 
функциональной значимости рас
сматриваемого регуляторного участ-
ка. Дальнейший анализ олигонуклео
тидных мотивов в сайтах (Putta et al., 
2011) может служить контекстной 
характеристикой для изучения ре-
гуляторных районов транскрипции 
генов в целом.

Рассмотрим пример уточнения 
нуклеотидного мотива для сайтов 
связывания c-Myc. (Полностью дан
ные для набора всех ТФ приведены 
в Доп. материалах 3.) Пример уточ-
нения нуклеотидных мотивов по 
сравнению с известными ранее в ба-
зах данных (TRANSFAC и JASPAR) 
показан на рис. 5.

В Доп. материалах 3 (таблица) по-
казано графическое представление 
мотивов для всех рассмотренных ТФ. 

Для сайтов связывания CTCF показана высокая консервативность мотива (Доп. 
материалы 4, рис. 1). Выполнена качественная оценка присутствия мотивов 
в зависимости от интенсивности связывания (высоты пиков). Пики ChIP-
seq были сортированы по высоте (интенсивности связывания), полученный 
ранжированный список разбит на квартили. В каждой квартили подсчитаны 
число и относительная доля найденных мотивов. Показана положительная 
ассоциация присутствия мотивов в зависимости от квартили (25 % элемен-
тов упорядоченного списка). Результаты приведены в Доп. материалах 4, на 
рис.  2 и 3. Таким образом, анализ нуклеотидных мотивов позволяет повысить 
качество рассматриваемых данных для дальнейшего исследования при выборе  
только пиков ChIP-seq, содержащих мотивы.

Были проанализированы состав и предпочтения к совместной локализации 
транскрипционных факторов в кластерах сайтов. В целом в исследованном 
наборе выделяются две группы: относящиеся к Myc и относящиеся к Nanog 
транскрипционные факторы. Среди 18 факторов Nanog, Sox2, Oct4, Smad1, 
и STAT3 имеют тенденцию встречаться совместно чаще (см. рис. 4). Сайты 
связывания Zfx, CTCF и E2f1 чаще встречаются совместно в промоторных 
районах генов, так же, как и кластеры сайтов, содержащие сайты Myc. Не-
давние исследования (Yanan et al., 2016) показали, что связывание активного 
CTCF (CCCTC-связывающего фактора), который имеет важное значение для 
регуляции генов, с CBS (CTCF-сайтом связывания) устанавливает специфи-
ческое взаимодействие между энхансерами и промоторами, а три кластера 
Pcdhβγ образуют два CCD (CTCF/ когезин-опосредованных домена хрома-

Fig. 4. Heatmap of the colocalization of transcription factor binding sites in the mouse genome 
according to ChIP-seq data.  
Calculation of the colocalization of sites with regard to new factors was performed as in (Chen et al., 2008).
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тина). Полагается, что CTCF опосредуют специфические взаимодействия 
между энхансерами с образованием активной площадки транскрипции для 
экспрессии генов. Кроме того, в ходе исследований (Hutter et al., 2010) было 
обнаружено умеренное обогащение сайтов связывания фактора CTCF в об-
ласти геномного импринтинга. Было найдено несколько мотивов в элементах 
с  высокой консервативностью, которые могут выступать в качестве дополни
тельных регуляторных элементов.

Заключение
Анализ расширенного набора сай-
тов связывания транскрипционных 
факторов подтвердил совместную 
кластеризацию тех сайтов, которые 
относятся к поддержанию плюрипо-
тентности – Nanog, Sox2, Oct4 – от-
носительно более широкого набора 
факторов, координаты которых опре-
делены экспериментально в статье X. 
Chen с коллегами (2008). Объедине-
ние полногеномных данных картиро-
вания сайтов с помощью программ 
анализа данных ChIP-seq позволяет 
исследовать генные сети регуляции 
плюрипотентного состояния стволо-
вых клеток и в дальнейшем рассма-
тривать возможности оптимизации 
репрограммирования клеток (Orlov 
et al., 2012).

Использование нуклеотидных по-
следовательностей кластеров сайтов 
позволяет уточнить нуклеотидные 
мотивы связывания. С помощью 
компьютерного исследования комби-
наций сайтов связывания по данным 
ChIP-seq можно определять более 
сложные закономерности с исполь-
зованием дополнительных характе-

Fig. 5. Known nucleotide motifs (logos) of binding sites of transcription factors c-Myc and CTCF.
Above: known motifs of c-Myc and CTCF; below: motifs refined according to nucleotide sequences from 
ChIP-seq peaks.
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Transcription factor Total number of ChIP-seq peaks Nucleotide motif length Percentage of present motifs 

c-Myc 3 422 19 58.82

CTCF 39 609 8 75.53

E2f1 20 699 12 99.90

E2f4 4 546 10 60.70

Esrrb 21 647 16 83.57

KLF4 10 875 10 27.58

Nanog 10 343 15 58.25

n-Myc 7 182 16 44.45

Oct4 3 761 15 24.42

Pol2 30 877 10 38.57

Smad1 1 126 14 59.42

Sox2 4 526 12 46.02

SRF 2 609 10 43.04

Cep 11 434 10 –

STAT3 2 546 10 –

Tfcp2l1 26 910 10 –

USF1 6 741 10 –

Zfx 10 368 10 –
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ристик нуклеотидных последовательностей, в частности 
оценки сложности текста (Babenko et al., 2015; Safronova 
et al., 2015), и их функциональную аннотацию, получен-
ную с помощью других пакетов, таких как ICGenomics 
(Орлов и др., 2012).

Анализ расположения кластеров относительно генов 
с помощью таких инструментов, как GREAT (Genomic 
Regions Enrichment of Annotations Tool), дает возможность 
оценить расположение сайтов связывания отдельных 
факторов и кластеров сайтов относительно генов (Guo 
et al., 2012), классифицировать их как промоторные и 
дистальные, что является дополнительной функциональ-
ной характеристикой таких кластеров. Дополнительные 
характеристики нуклеотидных последовательностей для 
описания кластеров сайтов связывания, таких как участки 
низкой сложности текста (Orlov, Potapov, 2004; Orlov et 
al., 2006), нуклеосомная упаковка (Орлов и др., 2006; Goh 
et al., 2010), позволяют более точно определить регуля-
торные районы в геноме и выполнять их поиск на основе 
непрямых данных, без экспериментов ChIP-seq. Интегра-
ция геномных данных средствами UGENE (Vas’kin et al., 
2011; Васькин и др., 2012; Golosova et al., 2014) позволит 
качественно решать новые задачи комбинаторного анализа 
сайтов по данным проектов ENCODE (https://genome.ucsc.
edu/ENCODE/) и FactorBook (http://www.factorbook.org) в 
геноме человека. Развитие методов поиска закономерно-
стей взаимного расположения сайтов связывания в регуля-
торных районах (комбинаций сайтов ChIP-seq в кластерах) 
по уточненным мотивам способствует определению более 
тонких закономерностей работы транскрипционных фак-
торов для регуляции транскрипции генов (Boeva, 2016).
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