
644 Вавиловский журнал генетики и селекции,  2011,  Том 15,  № 4

ПОИСК РЕГУЛЯТОРНЫХ SNPs, СВЯЗАННЫХ С РАЗВИТИЕМ 
РАКА ТОЛСТОЙ КИШКИ, В ГЕНАХ АРС И МLH1

Е.В. Антонцева1, Л.О. Брызгалов1, М.Ю. Матвеева1, Е.В. Кашина1,  
Н.В. Чердынцева2, Т.И. Меркулова1

1 Учреждение Российской академии наук Институт цитологии и генетики  
Сибирского отделения РАН, Новосибирск, Россия, e-mail: schly@mail.ru; 

2 НИИ онкологии СО РАМН, Томск, Россия

С использованием экспериментальных данных проекта ENCODE по распределению в геноме чело-
века областей связывания различных транскрипционных факторов (ChIP-seq) был проведен отбор 
полиморфизмов, попадающих в регуляторные области генов АРС и МLH1. Регуляторную значимость 
таких полиморфизмов тестировали в экспериментах по задержке ДНК-зонда в геле белками ядерного 
экстракта клеточных линий человека. Оказалось, что более половины полиморфизмов, попадающих 
в область перекрывания более 8 пиков ChIP-seq, являются регуляторно значимыми.  
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Введение

Колоректальный рак занимает четвертое 
место в структуре онкологической заболевае-
мости в мире и третье место в России (Тимо-
феев, 2004). Основная проблема при терапии 
этого заболевания – обращение пациентов уже 
на поздних стадиях, когда выживаемость после 
оперативного вмешательства составляет 5 %, в 
то время как своевременная постановка диагно-
за на ранних этапах увеличивает этот показатель 
до 80 %. В этой связи нельзя переоценить зна-
чение работ по поиску молекулярных маркеров 
предрасположенности к этому заболеванию, что 
позволит выделить группу риска среди населе-
ния для более частого обследования и проводить 
раннюю диагностику. Одним из генетических 
факторов предрасположенности к развитию 
рака является наличие однонуклеотидных по-
лиморфизмов (Single nucleotide polymorphisms, 
SNPs) в генах, ассоциированных с тем или иным 
онкологическим заболеванием. 

Большинство известных на сегодняшний 
день SNP����������������������������������    s���������������������������������     было обнаружено благодаря секве-
нированию генома человека с последующим 
сравнением гомологичных последовательно
стей ДНК среди людей разных популяций. В 

результате такого  подхода успешно выявлялись 
полиморфизмы с частотой встречаемости более 
1–5 %. В среднем один ������������������   ����SNP���������������   ���� приходится на 300 
нуклеотидов (Seeb et al., 2011). В последние 
годы в связи с развитием высокопроизводи-
тельных методов секвенирования ДНК резко 
возрос объем информации о насыщенности 
геномов однонуклеотидными полиморфизмами. 
Так, если в 2005 г. в базе NCBI dbSNP было 
зарегистрировано чуть больше 10 млн SNP���� s���  в 
человеческих геномах (Miller et al., 2005), то 
сейчас их насчитывается более 48 млн. Стре-
мительно увеличивается и объем информации 
о клинически ассоциированных SNP�����������  s����������  , к насто-
ящему времени в базе OMIM их насчитывается 
уже более 25 тыс. (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/SNP/).  Использование новых технологий 
генотипирования совместно с базой данных 
гаплотипов человека (International HapMap 
Project) (Frazer, 2007; Altshuler et al., 2010) 
позволяет анализировать значительно большее 
количество выборок «случай»–«контроль» без 
какой-либо предварительной гипотезы о связи 
аллеля с предрасположенностью к заболеванию. 
В связи с этим активно развиваются и геном-
ассоциированные исследования (genome-wide 
association studies, GWAS), выявляющие на 
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основе встречаемости SNP-маркеров регионы 
генома, полиморфные варианты которых от-
ветственны за ассоциацию с фенотипическим 
проявлением (Casto, Feldman, 2011; Chung, 
Chanock, 2011).

Большинство SNP������������������������  s�����������������������   являются нейтральными 
и не оказывают заметного влияния на фенотип, 
и только малая доля замен характеризуется фе-
нотипическим проявлением посредством изме-
нения функции гена или уровня его экспрессии 
(Chung, Chanock, 2011; Matsuzaki, 2011; Zhao, 
Bracken, 2011). В современной литературе вы-
деляют три функционально значимые группы 
полиморфизмов: SNP�����������������������   s����������������������    в кодирующих последо-
вательностях (cSNP, изменяют аминокислотную 
последовательность белка, влияют на процес-
синг РНК и белка); SNP��������������������   s�������������������    в регуляторных по
следовательностях (rSNP, влияют на регуляцию 
экспрессии гена на уровне как транскрипции, 
так и постранскрипционном) и SNPs в сайтах 
сплайсинга (sSNP) (Ponomarenko et al., 2002; 
Wray, 2007). cSNP изучаются особенно интен-
сивно в связи с относительной простотой их 
интерпретации, в особенности в тех случаях, 
когда они приводят к заменам аминокислот 
(несинонимичные замены). Несинонимичные 
замены могут изменять функцию белка, либо 
совершенно разрушая его пространственную 
организацию, либо тонко корректируя его 
функциональные домены (Balasubramanian 
et al., 2005). SNPs, модифицирующие сайты 
сплайсинга (sSNP), занимают второе по степени 
изученности место. Большая часть этих замен 
выявлена в экзонах и существенно меньшая – в 
интронах (Fairbrother et al., 2004). Все извест-
ные случаи sSNP отражены в базе данных ASD, 
посвященной альтернативному сплайсингу 
(Stamm et al., 2006).

Явное преобладание информации о cSNP и 
sSNP над сведениями о rSNP в базах данных 
показывает, что основные усилия по выявлению 
и изучению SNP������������������������������   s�����������������������������    сосредоточены на вариантах, 
приводящих к изменению структуры, а следо-
вательно, и функции белка. SNP������������� s������������ , способные 
хотя бы потенциально влиять на интенсивность 
экспрессии того же белка на уровне транскрип-
ции, остаются мало исследованными (Chorley 
et al., 2008; Ponomarenko et al., 2002).  Так, на 
сегодняшний день в базе PubMed NCBI зареги
стрировано более 50 000 публикаций по SNP���s��, 

из них по rSNP – менее сотни. Хотя именно эта 
группа SNP����������������������������������   s���������������������������������    представляет наибольший интерес 
как с фундаментальной, так и с прикладной 
точек зрения. Прежде всего, изучение регуля-
торных SNP�������������������������������    s������������������������������     дает уникальную информацию о 
регуляторных районах различных генов и функ
циональной значимости отдельных регулятор-
ных элементов. В последние годы интенсивно 
развивается также направление, посвященное 
изучению роли rSNP в адаптивных процессах 
и процессе эволюции (Wray, 2007; Yokoyama 
et al., 2011). Регуляторные SNPs могут играть 
также роль в развитии различных патологиче
ских состояний, изменяя уровень экспрессии 
кандидатных генов. При этом потенциально 
регуляторными, как правило, считаются SNP���s��, 
расположенные в промоторных районах генов 
(Walitza et al., 2005; Armelin-Correa et al., 2005). 
Интроны в плане содержания rSNP практически 
не рассматриваются. Однако хорошо известно, 
что они также могут содержать регуляторные 
участки, и к настоящему времени в интронах 
найдено значительное количество связанных с 
фенотипическими проявлениями SNP����������  s���������  , не под-
дающихся интерпретации в качестве поврежда-
ющих сайты сплайсинга (Горшкова и др., 2006; 
Sribudiani et al., 2011). Интересно заметить, что 
значительная часть таких SNPs располагается в 
высококонсервативных между видами районах 
внутри некодирующих последовательностей 
(Donfack et al., 2005).

До сих пор выявление и изучение rSNP 
проводилось только в индивидуальных генах. 
Развитие современных методов массового 
анализа геномов, накопление информации 
об однонуклеотидных полиморфизмах и по-
явление методов масштабного поиска мест 
связывания регуляторных белков поставил��о� 
задачу разработки подходов к полногеномному 
варианту поиска регуляторных SNPs с учетом 
доступных геномных ресурсов и репозитариев 
данных, таких, как NCBI и проект ENCODE. 
В данной статье предложен один из вариантов 
такого подхода для поиска �������������  rSNP���������   в генах APC 
(adenomatous polyposis coli, ген аденоматозного 
полипоза толстой кишки) (�����������������   �����Miyoshi����������   ����� ���������  �����et�������  ����� ������ �����al���� �����., 1992; 
Fearnhead� et���  ��al., 2002) и MLH�1(MutL homolog 1,  
ген неполипозного рака толстой кишки) (Stoffel, 
2010), ассоциированных с развитием рака тол-
стой кишки.
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Материалы и методы

Базы данных и компьютерная программа

База данных dbSNP NCBI ( http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/SNP/) содержит информацию обо 
всех известных на сегодняшний день полимор-
физмах в различных геномах.

В базе данных ChIP-seq проекта ENCODE 
(http://genome.ucsc.edu/ENCODE/) отражено 
распределение сайтов связывания транскрипци-
онных факторов в геномах  различных клеточ-
ных линий человека, выявленных с помощью 
экспериментов по массовой иммунопреципита-
ции хроматина (������������������������������  ChIP��������������������������  -�������������������������  seq����������������������  , �������������������� chromatin�����������  ����������immunopre-
cipitation��������������  sequencing). 

Разработанная нами компьютерная програм-
ма SNPChIPTools для поиска потенциально 
регуляторных полиморфизмов в геноме чело-
века на основе данных профилей связывания 
ChIP-seq реализована на языке Perl и доступна 
через интернет (http://lungry.bionet.nsc.ru/cgi-
bin/SNPProject/SNPChIPTools.cgi).

Клеточные линии

Культивирование клеточных линий осу-
ществлялось на базе Центра клеточных 
технологий ИЦиГ СО РАН. Для проведения 
экспериментов использовали культуру клеток 
гепатомы человека HepG2, эпителиальные че-
ловеческие клеточные линии аденокарциномы 
шейки матки HelaS3 и колоректальной карци-
номы НСТ-116, клетки миелоидной лейкемии 
человека К562. Прикрепленные культуры кле-
ток HepG2, HelaS3, НСТ-116 и суспензионную 
культуру K562 культивировали в пластиковых 
культуральных флаконах «Greiner» в увлаж-
ненной атмосфере 5 % СО2 и 95 % воздуха 
при 37 °С в среде DMEM/F12 « GIBCO», со-
держащей 10 % фетальной бычьей сыворотки 
«Thermo Scientific HYCLONE», пенициллин 
(100 ЕД/мл) и стрептомицин (100 мг/мл) про-
изводства «Sigma». Жизнеспособность клеток 
оценивали как после размораживания, так и 
в процессе культивирования по включению в 
цитозоль трипанового синего. Она была выше 
95 % в течение всего процесса культивирова-
ния. Смену питательной среды осуществляли 
2 раза в неделю. 

Метод задержки ДНК-зонда  
в геле белками ядерного экстракта

Получение белкового экстракта ядер из 
клеточных линий человека проводили следую-
щим методом: 107 клеток инкубировали с 1 мл 
лизирующего буфера (10 mM Hepes, 10 ���mM� 
KCl��������������������������������������        , 1 ����������������������������������      mM��������������������������������       ДТТ, 0,5 ����������������������   mM��������������������    спермидин, 0,15 ���mM� 
спермин, 0,1 ��� �������������   �������������  mM� �������������   �������������   ЭДТА, 0,1 ��� �������������  mM� �������������   ЭГТА, 0,5 mM 
ПМСФ, коктейль ингибиторов протеаз «��������Pirce���») 
в течени����������������������������������      е���������������������������������       15 мин на льду, затем добавляли 
62 мкл 10 % ���������������������������   NP�������������������������   -40 и центрифугировали в 
течение 5 мин при 4 °С, 400 ���������������  g��������������  . Осадок ядер 
лизировали в буфере (20 mM Hepes, 420 mM 
NaCl, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM ЭДТА, 1 mM ДТТ, 
25 % глицерин, коктейль ингибиторов протеаз 
«���������������������������������������������        Pirce����������������������������������������        ») в течении 20 мин на льду, после чего 
центрифугировали в течение 10 мин при 4 °С, 
10000 ����������������������������������   g���������������������������������   . Супернатант, содержащий суммар-
ный белок ядер, отбирали в чистую пробирку, 
измеряли концентрацию на спектрофотометре 
по методу Бредфорд, фасовали на аликвоты и 
хранили при –72 °С.

В качестве ДНК-зондов использовали дву-
цепочечные олигонуклеотиды, соответству-
ющие различным полиморфным вариантам 
для каждого SNP (табл. 1, 2). Введение метки 
в ДНК-зонд осуществляли с помощью до-
стройки укороченных 3′-концов фрагментом 
Кленова ДНК-полимеразы I. Реакцию вели 
5 мин при комнатной температуре в 10 мкл 
реакционной смеси, содержавшей 0,01 мМ 
олигонуклеотида, 1 мкл 10× буфера для мече-
ния (500 мМ Трис-HCl, pH = 8,0, 100 мМ NaCl, 
100 мМ MgCl2, 1 мМ ДТТ, 2 мМ dГТФ, 2 мМ 
dTTФ, 2 мМ dCTФ), 2 единицы активности 
фрагмента Кленова, 10 мкКи (α-32Р)dATФ. 
Для очистки олигонуклеотидов от невключи
вшейся метки реакционную смесь наносили на 
ионообменную бумагу ДЕАЕ-81 и промывали 
0,25 М КН2РО4. 

Анализ связывания фрагментов ДНК с бел-
ками ядерных экстрактов проводили по следу-
ющей методике: белковый ядерный экстракт ин-
кубировали с обработанной ультразвуком ДНК 
спермы лосося (из расчета 1 мкг ДНК на 7 мкг 
суммарного белка) в течение 10 мин на льду для 
предотвращения неспецифического связывания 
белков с ДНК-зондом. После этого добавляли 
4 мкг экстракта к пробам, содержащим 50 рМ 
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Таблица 1 
Результаты компьютерно-теоретического поиска  

и экспериментальной проверки регуляторных полиморфизмов в гене APC

Идентификацион-
ный № SNP  

в базе dbSNP NCBI

Число пиков 
ChIP-seq

Последовательности олигонуклеотидов,  
соответствующие разным полиморфным вариантам

Влияние SNPs 
на связывание 

с белками

rs113017087 27
GTGTAATCCGCTGGACGCGGACCAGGGCGCT

нет
GTGTAATCCGCTGGATGCGGACCAGGGCGCT

rs115242894 27
GTATTGGTGCAGCCCСCCAGGGTGTCACTGG

нет
GTATTGGTGCAGCCCGCCAGGGTGTCACTGG

rs115658307 23
CAAGATGGCGGAGGGCAAGTAGCAAGGGGGC

нет
CAAGATGGCGGAGGGTAAGTAGCAAGGGGGC

rs138386816 21
GCGGGGTGTGGCCGCCGGAAGCCTAGCCGCT

нет
GCGGGGTGTGGCCGCTGGAAGCCTAGCCGCT

rs35417795 16
GTGCGGTTGGGCGGG-CCCTGTGCCCCACTG

да
GTGCGGTTGGGCGGGGCCCTGTGCCCCACTG

rs75996864 26
ACCGACATGTGGCTGGATTGGTGCAGCCCGC

да
ACCGACATGTGGCTGTATTGGTGCAGCCCGC

rs76241113 20
GCGGGGGGAGGGGGGAAGGTGGTTTTCCCTC

да
GCGGGGGGAGGGGGGGAGGTGGTTTTCCCTC

rs77733015 15
GGGCTAGGCAGGCTGGGCGGTTGGGCGGGGC

нет
GGGCTAGGCAGGCTGTGCGGTTGGGCGGGGC

rs78037487 26
CCATTCCCGTCGGGACCCCGCCGATTGGCTG

да
CCATTCCCGTCGGGAGCCCGCCGATTGGCTG

rs78429131 17
AGGAAGGTGAAGCACGCAGTTGCCTTCTCGG

нет
AGGAAGGTGAAGCACTCAGTTGCCTTCTCGG

rs78597499 16
AGGCAGGCTGTGCGGGTGGGCGGGGCCCTGT

нет
AGGCAGGCTGTGCGGTTGGGCGGGGCCCTGT

rs79896135 21
AGCCTAGCCGCTGCTCGGGGGGGACCTGCGG

да
AGCCTAGCCGCTGCTGGGGGGGGACCTGCGG

rs80112297 19
GCTTGCTGCGGGGGGAGGGGGGAAGGTGGTT

да
GCTTGCTGCGGGGGGGGGGGGGAAGGTGGTT

rs80313086 20
GGGGAGGGGGGAAGGCGGTTTTCCCTCGCAC

даGGGGAGGGGGGAAGGGGGTTTTCCCTCGCAC
GGGGAGGGGGGAAGGTGGTTTTCCCTCGCAC

ДНК-пробы, меченной (32Р), и доводили общий 
объем реакционной смеси до 15 мкл 0,8×PBS. 
После инкубации при комнатной температуре 
в течение 15 мин смесь подвергали электрофо-
резу в 4,5 % ПААГ в 0,5×TBE при 4 °С, затем 
гель выдерживали в фиксирующем растворе, 
высушивали и экспонировали с рентгеновской 
пленкой.

Выделение ДНК из крови

Формирование коллекции образцов крови 
больных раком толстой кишки было проведено 
на базе клиники НИИ онкологии СО РАМН,  
г. Томск. Для выделения ДНК использовали 2 мл 
крови, содержащей 0,5 мМ ЭДТА. К 2 мл крови 
добавляли 12 мл буфера 1 (320 мМ сахароза, 1 % 
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Triton� ��������������������������������������          ��������������������������������������         X�������������������������������������         -100, 5 мМ Трис ���������������������     Cl,������������������      �����������������    pH���������������     7,6, 5 мМ ����MgCl2), 
инкубировали 2 часа на льду, центрифугировали 
в течение 15 мин при 4 °�����������������������    C����������������������    , 1500 ���������������  g��������������  . Осадок ядер 
суспендировали в 1,6 мл буфера 2 (25 мМ ЭДТА, 
pH ������������������������������������������       8, 75 мМ ���������������������������������    NaCl�����������������������������    ) и затем центрифугировали в 
течение 4 мин при 4 °С, 700 �������������������  g������������������  . Осадок суспенди-
ровали в 1 мл буфера 2, добавляли ДДС до 1 % и 
протеиназу К до концентрации 50 мкг/мл и инку-
бировали при комнатной температуре в течение 
18 ч при перемешивании. После этого добавляли 
AcNa,����������������������������������������         ���������������������������������������       pH�������������������������������������        7,5, до концентрации 0,3 М, а затем 
равный объем фенола, �������������������������   pH�����������������������    8,0, смесь инкубирова-
ли 10 мин при 0 °�������������������������������    C������������������������������     и центрифугировали в течение 
10 мин при 4 °С, 15000 ������������������������   g�����������������������   . Водную фазу отбирали 
в новые пробирки и добавляли равный объем 
смеси фенола и хлороформа в отношении 1 : 1. 
Перемешивали и инкубировали 5 мин при 0 °С, 
после чего центрифугировали в течение 10 мин 
при 4 °С, 15000 ������������������������������    g�����������������������������    . Снова отбирали водную фазу 
и добавляли к ней равный объем хлороформа, 
перемешивали и инкубировали 5 мин при 0 °С. 
После центрифугирования образцов в течение 
10 мин при 4 °С, 15000 �����������������������   g����������������������    водную фазу отбирали 
и добавляли к ней равный объем изопропанола. 
Инкубировали 10 мин при комнатной темпера-

туре и центрифугировали в течение 15 мин при 
15000 �������������������������������������     g������������������������������������     . Осадок промывали 70 %-м спиртом и 
растворяли в бидистиллированной воде.

Секвенирование ДНК

Реакцию Сэнгера проводили в амплификато-
ре ���������� �� ������� ���������������������  GeneAmp��� �� ������� ���������������������   ���� ������� ���������������������  PCR��������  ���������������������   ������� ���������������������  System� ���������������������   9700 (��������������� Applied��������  �������Biosys-
tems�����������������������������������������      ) в 10 мкл реакционной смеси, содержащей 
1 мкг ДНК-матрицы, 2 пмоля праймера, 3 мкл 
BigDye������������������������������������      ���� �����������������������������������     ����Terminator�������������������������     ���� ������������������������    ����Cycle�������������������    ���� ������������������   ����Sequencing��������   ���� �������  ����Kit����  ���� ��� ����v�� ����. 3.1 
(���������������������������������������������     Applied��������������������������������������      �������������������������������������    Biosystems���������������������������    ), 2 мкл ������������������ BigDye������������ -буфера (���Ap-
plied����������������������������������������      ���������������������������������������    Biosystems�����������������������������    ). Образцы ДНК после реакции 
Сэнгера очищали с помощью гель-фильтрации 
на ��������� ����������������������������   Sephadex�����������������������������     ����������������������������   G���������������������������   100. Очищенные образцы под-
сушивали на концентраторе ����������� ������ Eppendorf�� ������  5301 и 
сдавали в Межинститутский центр секвениро-
вания ДНК для анализа на секвенаторе ���� �����ABI� ����� 3100 
(�������������������� Applied�������������  ������������Biosystems��).

Последовательности праймеров для секве-
нирования: 
APC���� �����������������������������1-�� �����������������������������U �����������������������������5′-AGAACAGCGAAGCAGTGCCCG-3′,  
APC���� ����������������������������1-�� ����������������������������R ����������������������������5′-CGGTGCTCCAGGACCCGAGA-3′,  
APC��������������������������������� ����2-������������������������������� ����U������������������������������ ����  5′-GCTTCAACTCAGGCAACCCAGACT-3′,  
APC���� ��������������������������������2-�� ��������������������������������R����������������������������� ���� 5′-TCTACCCCTCCCCCTTCTTCCTCT-3′,  

Таблица 2 
Результаты компьютерно-теоретического поиска и экспериментальной проверки  

регуляторных полиморфизмов в гене MLH1

Идентифика
ционный № SNP  

в базе dbSNP NCBI

Число пиков 
ChIP-seq

Последовательности олигонуклеотидов,  
соответствующие разным полиморфным вариантам

Влияние SNP 
на связыва-

ние с белками

rs112765329 15
AGGAAGAGCGGACAGAGATCTCTAACGCGCA

нет
AGGAAGAGCGGACAGCGATCTCTAACGCGCA

rs114683294 25
GGCGGAGGCCGCCGGATTCCCTGACGTGCCA

нет
GGCGGAGGCCGCCGGGTTCCCTGACGTGCCA

rs34566456 28
GATGAGGCGGCGACACACCAGGCACAGGGCC

нет
GATGAGGCGGCGACAGACCAGGCACAGGGCC

rs35032294 16
AACCAATAGGAAGAGCGGACAGCGATCTCTA

да
AACCAATAGGAAGAGGGGACAGCGATCTCTA

rs4647205 14
ACCTTTTAAGGGTTGGTTGGAGTGTAAGTGG

нет
ACCTTTTAAGGGTTGTTTGGAGTGTAAGTGG

rs55927901 25
ACGACTTAACGGGCCCCGTCACTCAATGGCG

нет
ACGACTTAACGGGCCGCGTCACTCAATGGCG

rs1800734 28
GCGTAAGCTACAGCTAAAGGAAGAACGTGA

да
GCGTAAGCTACAGCTGAAGGAAGAACGTGAG
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MLH���� �����������������������������1-�� �����������������������������U�������������������������� ���� 5′-GAAGGAGGCCACGGGCAAGTC-3′,  
MLH���� �����������������������������1-�� �����������������������������R�������������������������� ���� 5′-CACCTCAGTGCCTCGTGCTCA-3′,  
MLH���� �����������������������������2-�� �����������������������������U�������������������������� ���� 5′-CGTGAGCACGAGGCACTGAGG-3′,  
MLH���� �������������������������������2-�� �������������������������������R����������������������������� ��� 5′-GCGTCCTCCGAAATAAAGGACAGG-3′.

Результаты

Компьютерная программа SNPChIPTools 
для поиска потенциально регуляторных 

полиморфизмов в геноме человека  
на основе данных профилей  

связывания ChIP-seq

В настоящее время в области анализа дан-
ных высокопроизводительного секвенирования 
сложилась ситуация, когда экспериментальные 
технологии в своем развитии значительно 
опережают биоинформационные средства их 
поддержки, анализа и интерпретации резуль-
татов экспериментов. В связи с появлением 
огромного массива экспериментальных дан-
ных по распределению участков связывания 
транскрипционных факторов в геноме человека 
(проект ENCODE) появилась возможность 
предсказывать регуляторные районы генов в 
масштабе целого генома. 

В основу разработанной нами компьютер-
ной программы SNPChIPTools (http://lungry.
bionet.nsc.ru/cgi-bin/SNPProject/SNPChIPTools.
cgi) легли экспериментальные данные проекта 
ENCODE по распределению областей связы-
вания различных транскрипционных факторов 
методом ChIP-seq. Эти данные представляют 
собой сведения, полученные с помощью мето-
да массового параллельного секвенирования, 
о расположении пиков ChIP-seq, соответству
ющих местам связывания различных факторов 
транскрипции, во всем геноме. Нами была вы-
двинута гипотеза о том, что области, обогащен-
ные пиками ChIP-seq, с большой вероятностью 
являются регуляторными, и расположенные в 
них полиморфизмы могут влиять на регуляцию 
экспрессии генов, разрушая или создавая сайты 
связывания регуляторных белков. 

Данная компьютерная программа осуществ
ляет поиск пиков ChIP-seq в месте располо-
жения конкретного полиморфизма. Поиск 
осуществляется путем сравнения хромосомных 
координат участков полиморфизмов и групп 
пиков ChIP-seq по геномному релизу hg19.

Поиск регуляторных полиморфизмов  
в генах APC и MLH1

Из базы данных dbSNP NCBI были отобраны 
полиморфизмы, располагающиеся в генах APC 
(связанном с развитием семейного полипоз-
ного рака толстой кишки) и MLH�1 (связанном 
с неполипозным типом рака толстой кишки), 
2366 и 1023 полиморфизмов соответственно. 
С помощью разработанной нами программы 
SNPChIPTools эти ��������������������������  SNP были проанализированы 
и выбраны те из них, что попадали в область 
перекрывания более 8 пиков ChIP-seq. В 
результате этого были отобраны потенциально 
регуляторные полиморфизмы – 14 для гена 
APC (rs113017087, rs115242894, rs115658307, 
rs138386816, rs35417795, rs75996864, rs76241113, 
rs77733015, rs78037487, rs78429131, rs78597499, 
rs79896135, rs80112297, rs80313086) (табл. 1) и 
7 для гена MLH1 (rs112765329, rs114683294, 
rs34566456, rs35032294, rs4647205, rs55927901, 
rs1800734) (табл. 2). Для функционального 
анализа этих полиморфизмов были синтези-
рованы олигонуклеотиды (табл. 1, 2), которые 
использовали в качестве ДНК-зондов в экспери-
ментах по задержке их в геле белками ядерного 
экстракта. 

В результате из 14 потенциально регулятор-
ных полиморфизмов в гене APC (rs113017087, 
rs115242894, rs115658307, rs138386816, 
rs35417795, rs75996864, rs76241113, rs77733015, 
rs78037487, rs78429131, rs78597499, rs79896135, 
rs80112297, rs80313086) после эксперименталь-
ной проверки с помощью метода задержки 
ДНК-зонда в геле белками ядерного экстракта 
функционально значимыми были признаны 7 
(rs75996864, rs76241113, rs78037487, rs80112297, 
rs80313086, rs79896135, rs35417795) (табл. 1), 
поскольку они влияли на формирование ком-
плексов с белками. На рис. 1 представлены 
типичные примеры результатов таких экспери-
ментов. На основе полученных данных можно 
предполагать, что эти полиморфизмы способны 
нарушать регуляторный код гена АРС, разрушая 
сайты связывания одних факторов транскрип-
ции и/или создавая сайты для других, и таким 
образом, вносить свой вклад в регуляцию экс-
прессии гена на транскрипционном уровне.

Для гена MLH1 из 7 отобранных по резуль-
татам компьютерного поиска полиморфизмов в 
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двух случаях (rs35032294, rs1800734) (табл. 2)  
олигонуклеотиды, соответствующие разным 
вариантам ������������������������������   SNP, формируют разные картины 
связывания с белками ядерного экстракта. Это 
свидетельствует о том, что данные полиморфизмы 
обладают регуляторным потенциалом и способны 
приводить к изменениям в экспрессии гена MLH1 
на уровне транскрипции.

Генотипирование больных  
раком толстой кишки

Для проверки связи выявленных нами регу-
ляторных полиморфизмов в генах MLH1 и APC 
с предрасположенностью к развитию рака тол-
стой кишки были начаты работы по генотипи-
рованию больных колоректальным раком. Была 
создана начальная выборка из 10 образцов ДНК. 
Методом прямого секвенирования по Сенгеру 
были проанализированы районы ДНК, содер-
жащие выявленные программой SNPChIPTools 
полиморфизмы в генах APC и MLH1. 

Так, из анализируемых 14 полиморфизмов 
в гене APC в нашей выборке больных только 
у одного человека было найдено сразу два 
(rs79896135, rs78429131), причем один из них 
(rs79896135) менял спектр связывания транс-
крипционных факторов в экспериментах по 
задержке ДНК-зонда в геле. 

При поиске предсказанных компьютерной 
программой регуляторных полиморфизмов в 
гене MLH1 была выявлена ранее неанноти-
рованная делеция продолжительностью 26 
нуклеотидов, удаляющая два из проанализи-
рованных нами полиморфизмов (rs35032294, 
rs112765329). Причем один из них (rs35032294) 
значительно влиял на связывание факторов 
транскрипции с данным районом в экспери-
ментах по задержке ДНК-зонда в геле. При-
мечательно, что данная делеция обнаружена у 
всех 10 пациентов, что может являться свиде-
тельством ее причастности к развитию этого 
заболевания. 

Однако на данном этапе для оценки эффек-
тивности использования предложенного нами 
подхода поиска потенциально регуляторных 
полиморфизмов как кандидатных для выявле-
ния их клинических ассоциаций наша выборка 
больных колоректальным раком мала. В связи с 
этим был проведен анализ клинически ассоции
рованных полиморфизмов, аннотированных 
в базе данных OMIM. Оказалось, из 14 поли-
морфизмов, предсказанных нашей программой 
SNPChIPTools в гене APC, 7 уже идентифици-
рованы как ассоциированные с предрасполо-
женностью к развитию колоректального рака, 
причем в их число не входят ���������������� SNP, выявленные 
нами в ходе генотипирования. В гене MLH1 всего 
1 полиморфизм из 7 предсказанных оказался 
ассоциированным с этим заболеванием, согласно 
данным базы OMIM. 

Заключение

Выяснение молекулярных механизмов ге-
нетической предрасположенности к наиболее 
распространенным заболеваниям, таким, как 
сердечно-сосудистые, психоневрологические 
и онкологические, является одной из основных 
проблем современной медицинской генетики, 
молекулярной физиологии и патологии. В рам-
ках этой проблемы в настоящее время во всем 
мире проводятся широкомасштабные исследо-
вания, посвященные выявлению кандидатных 
генов, изучению полиморфизмов в нуклеотид-
ных последовательностях этих генов и установ-
лению связей между тем или иным вариантом 
последовательности и изучаемой патологией 
(������������������  ���������������������������   Hata��������������  ���������������������������   , ������������ ���������������������������   Onouchi����� ���������������������������   , 2009; Toyoda, Ishikawa, 2010; 

Рис. 1. Влияние полиморфизма на связывание  
ДНК-зонда белками ядерного экстракта.

Олигонуклеотиды, соответствующие разным вариантам 
участка ДНК, использовались в эксперименте в качестве 
ДНК-зондов. а, б – наличие полиморфизма приводит к 
появлению новых комплексов – полос задержки и ослаб
лению старых; в – перераспределение интенсивности 
полос задержки комплексов ДНК–белок; г – наличие поли-
морфизма не вызывает изменений в картине связывания.
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Kingsley, 2011; Chung, Chanock, 2011). Однако 
объектом большинства таких работ являются 
некие конкретные полиморфизмы в отдельных 
генах-кандидатах, что не дает полного представ-
ления о генетически обусловленных причинах 
развития многофакторных заболеваний.

В связи с развитием методов полногеномно-
го секвенирования появились принципиально 
новые возможности для поиска различных 
молекулярных маркеров предрасположенности 
к развитию таких заболеваний (����������Shiraishi� et���  ��al., 
2010). В частности, результаты экспериментов 
по массовой иммунопреципитации хроматина 
позволяют искать в геноме регуляторные райо-
ны и, следовательно, говорить о регуляторном 
потенциале полиморфизмов, попадающих в 
эти районы. 

В нашей работе описан один из таких подхо-
дов. Путем сравнения хромосомных координат 
с помощью разработанной нами программы 
SNPChIPTools��������������������������     был осуществлен поиск по-
лиморфизмов в потенциально регуляторных 
районах, т. е. в местах, обогащенных пиками 
ChIP��������������  -�������������  seq����������  , в генах APC и MLH�1, ассоциирован-
ных с развитием колоректального рака. Экс-
периментальными методами мы подтвердили 
эффективность теоретического предсказания 
регуляторных полиморфизмов.

Работа была поддержана Госконтрактом  
№ 16.512.11.2274 Минобрнауки РФ и частично 
программой президиума РАН «Фундаменталь-
ные науки – медицине» № 23.
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SEARCH FOR REGULATORY SNPs ASSOCIATED WITH COLON CANCER  
IN THE APC AND MLH1 GENES
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Summary

Polymorphisms belonging to the regulatory regions of the APC and MLH1 genes were detected by invoking 
ChIP Seq data obtained in the ENCODE project. The significance of these polymorphisms for gene regulation 
was confirmed by gel retardation of DNA probes by nuclear proteins. More than half of the polymorphisms 
in the overlapping region of more than eight ChIP-seq peaks were found to be significant for regulation. 

Key words: single-nucleotide polymorphism, chromatin immunoprecipitation, gene regulation, colon 
cancer.


