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Программа анализа геномного распределения
хромосомных контактов в ядре клетки по данным,

полученным по технологиям ChIA-PET и Hi-C

Аннотация. В связи с ростом объемов данных геномики о положении
сайтов связывания транскрипционных факторов, хромосомных контактах,
аннотации геномных характеристик, полученных с помощью современных
технологий секвенирования, растет потребность в разработке нового про-
граммного обеспечения для их статистической обработки и анализа. Рас-
смотрены технологии получения и программы анализа геномных данных
секвенирования на основе технологий ChIA-PET и Hi-C. Представлена
разработанная компьютерная программа для обработки геномных данных
о хромосомных контактах и их функциональной аннотации.
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Введение

В последнее десятилетие в мире активно развиваются экспери-
ментальные технологии молекулярной биологии, приводящие к росту
новых типов данных. Одной из нерешенных задач является анализ
трехмерной структуры генома — понимание того, как хромосомы
эукариот — молекулы ДНК, линейный размер которой во много раз
превышает размеры ядра клетки, компактизуется и помещается в ма-
лый объем ядра. Накопление знаний о трехмерной структуре генома
дает понимание о регуляции и транскрипции генов, что в свою очередь
приближает ученых к решению задач фундаментальной медицины,
нейробиологии, борьбе со многими заболеваниями. Анализ данных
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о хромосомных контактах требует значительных вычислительных
ресурсов и разработки программных средств [1,2].

В последние годы активно развивались молекулярно-биологиче-
ские методы, позволяющие реконструировать физические контакты
разных районов хромосом на основе секвенирования ДНК [3,4]. Пер-
вым методом для исследования пространственного взаимодействия
двух специфических районов генома с помощью секвенирования кон-
тактирующих участков ДНК был метод 3C (chromosome conformation
capture — захват конформации хромосом) [4]. Позже на основе ме-
тода 3С было разработано целое семейство экспериментальных ме-
тодов исследования пространственной организации генома — 4С, 5С
и другие (аббревиатуры, расширяющие первоначальное определение
Chromosome Conformation Capture on Chip, и т.д.).

В 2009 году появилась модификация метода 3С, позволяющая
определять хромосомные контакты в масштабе всего генома с помо-
щью секвенирования, метод получил название Hi-C (High dimension
chromosome Conformation — захват конформации высокой размер-
ности) [3]. С помощью этого метода было показано, что хромосомы
в клетках млекопитающих имеют внутреннюю организацию: существу-
ют так называемые «топологические домены» — протяженные участки
хромосом, для которых характерно большое количество внутридо-
менных контактов. Организация хромосом в топологические домены,
представляет собой фундаментальную характеристику генома млеко-
питающих. Проведение подобных полногеномных исследований стало
возможным лишь в последние годы.

Помимо вышеупомянутых методов, также существует метод ChIA-
PET (Chromatin Interaction Analysis by Paired-End-Tag sequencing),
использующий иммунопреципитацию хроматина, который позволя-
ет определять в масштабе генома специфические контактирующие
участки хромосом, контакты которых опосредованы белками или бел-
ковыми комплексами [5]. Таким образом, определяется структура
хромосомных контактов, опосредованных специфическим заданным
белком.

Цель данного исследования — разработка комплекса программ для
статистической обработки данных о хромосомных контактах в ядре
клетки, полученных методами высокопроизводительного секвениро-
вания, а также компьютерный анализ расположения групп генов
на хромосомах. Технические задачи — визуализация результирующих
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графиков расположения генов относительно хромосомных (тополо-
гических) доменов и построение матрицы хромосомных контактов,
опосредованных сайтами связывания транскрипционного фактора
(по данным ChIA-PET).

Новизна состоит в:
(1) выявлении списков генов, располагающихся на границах тополо-

гических доменов в геноме;
(2) создании модуля генерации случайного набора данных по хромо-

сомным контактам, на основе экспериментальных эмпирических
распределений;

(3) доступе к данным Hi-C и ChIA-PET, полученным как в рамках
международного сотрудничества, так и в ИЦиГ СО РАН в Ново-
сибирске.

1. Данные ChIA-PET и Hi-C

Рассмотрим используемые экспериментальные методы и форма-
ты данных. Для исследования того, как молекула ДНК, линейный
размер которой многократно превышает размеры интерфазного яд-
ра, компактизуется и помещается в малый объем ядра, разработан
ряд экспериментальных методов. Метод Hi-C позволяет представить
пространственную структуру хромосомных контактов в масштабе
всего генома [3] в форме линейных координат контактирующих пар
участков. Метод основан на технологии 3C (Chromosome Conformation
Capture) и массовом параллельном секвенировании. Технология 3C
позволяет определить пространственное взаимодействие двух зара-
нее выбранных (специфичных) районов генома [4]. По числу парных
контактов (секвенированных пар участков генома) оценивается вероят-
ность взаимодействия двух отдаленных друг от друга районов генома.
Эксперимент выполняется в большой популяции клеток (105–106),
поэтому исходно дает только оценку частот контактов.

Сначала формальдегидом фиксируют белок-белковые, белок-ДНК
и белок-РНК- взаимодействия за счет образования ковалентных свя-
зей. Затем хромосомная ДНК фрагментируется с помощью рестриктаз.
После этого проводят лигирование (соединение концов двухцепочеч-
ной ДНК) в условия разбавления. В таких условиях лигируются
только концы молекул ДНК, сближенных в пространстве (парные
фрагменты ДНК). Далее, молекулы маркируются с помощью био-
тина. Создается целая «библиотека» попарно взаимодействующих
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Вероятностная модель компактизации
хромосом в ядре клетки

Выделение контактирующих участков
в отдельных нитях ДНК, их
секвенирование

Построение матрицы попарных
контактов нитей ДНК

Визуальное отображение матрицы
контактов — тепловая карта
в масштабе хромосомы

Рис. 1: Схема эксперимента и построения матрицы хромосомных
контактов

молекул ДНК. Затем такие лигированные концы секвенируют (прочи-
тывают), и полученные пары последовательностей ДНК (прочтений)
картируют на геном (определяют их исходное положение на линей-
ной последовательности хромосомы). Схема представлена на рис. 1.
Исследование таких парных контактов представляет новую задачу
биоинформатики.

Метод ChIA-PET (Chromatin Interaction Analysis by Paired-End-
Tag sequencing), использующий иммунопреципитацию хроматина, опре-
деляет контактирующие участки хромосом, контакты которых опосре-
дованы белками или белковыми комплексами в масштабе генома [5,6].
Отличие от метода Hi-C состоит в том, что в процедуру обработки
хроматиновых контактов добавлена стадия иммунопреципитации, так-
же как в методе ChIP-seq. Таким образом, определяется структура
хромосомных контактов, опосредованных специфическим белком (на-
пример, транскрипционным фактором ER𝛼 или фактором CTCF),
а не все контакты хромосом.

На рис. 1 в самом верху представлена вероятностная модель ком-
пактизации хромосом в ядре клетки. В ходе анализа выделяются
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хромосомные контакты, которые указывают на наличие хромосомных
петель. Затем по таким данным строится симметричная матрица кон-
тактов, на основе которой рисуется тепловая матрица (термокарта).
Подобные тепловые карты для данных пар сайтов связывания полу-
ченных при помощи метода ChIA-PET, отрисовываются и собственной
разработанной программой. В зависимости от разрешения эксперимен-
тальных данных и матрицы могут быть достаточно разреженными,
размерность матрицы может составлять 10000× 10000 и выше, что
представляет вычислительные сложности для обработки.

Метод ChIA-PET предназначен для исследования хромосомных
петель, прежде всего между регуляторными районами генов, кон-
тактов между удаленными энхансерами и промоторами. Рассмотрим
данные ChIA-PET о хромосомных контактах в геноме человека, опо-
средованных РНК-полимеразой II, а также парами сайтов связывания
инсулятора CTCF (CCCTC-binding factor) [7].

При обработке данных методом Hi-C выделяются пространствен-
ные топологические домены на хромосоме: такая информация пред-
ставлена в открытых базах данных, таких как 3DGD и 4DGenome [8,9].
База данных 4DGenome хранит в себе данные взаимодействий хрома-
тина, собранных из литературных источников и охватывает выходные
данные методов 3C, 4C-Seq, 5C, Hi-C, ChIA-PET и Capture-C.

На данный момент существует достаточно большое число про-
грамм, методов и утилит для обработки данных высокопроизводи-
тельного секвенирования [10–14].

1.1. Используемые данные

В работе использовались следующие данные:
∙ Референсный геном из геномного браузера UCSC Genome Browser.
Genome Browser позволяет масштабировать и визуально «про-
кручивать» хромосомы c аннотированным расположением генов,
выделяя нужные районы. Table Browser обеспечивает доступ к базе
аннотированных геномных данных в табличном формате. Genome
Graphs отображает полногеномные наборы данных.

∙ Данные о парах сайтов связывания транскрипционного фактора
белка CTCF взяты из CTCFBSDB 2.0.

∙ Данные о геномных доменах по методу Hi-C были получены в ла-
боратории проф. О.Л. Серова в ИЦиГ СО РАН [15, 16], пред-
ставляющие собой разделение на домены у двух типов клеток —
фибробласты и сперматозоиды мыши.
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Нормированные данные о доменах предоставлялись в виде тек-
стового файла формата bed, содержащего название хромосомы и
координаты начала и конца топологического домена.

1.2. Средства разработки и библиотеки

Разработанный программный комплекс реализован на высоко-
уровневом интерпретируемом языке программирования Java версии
1.8, в среде IDE NetBeans (https://netbeans.org/). Это бесплатное
ПО с открытым исходным кодом, которое имеет большое сообщество
пользователей и разработчиков по всему миру. По сравнению с други-
ми средами IDE среда IDE NetBeans обеспечивает высококлассную
комплексную поддержку новейших технологий Java и последних усо-
вершенствований стандартов Java. Это первая бесплатная среда IDE,
поддерживающая JDK 8, JDK 7, Java EE 7, включая соответствующие
усовершенствования HTML5 и JavaFX 2. C помощью редакторов и
функций перетаскивания в среде IDE можно быстро и эффективно
разрабатывать графические интерфейсы для приложений.

Для того чтобы осуществлять автоматическую подкачку необходи-
мых библиотек, использовалась система сборки Gradle. Она собирает
в себе модули от Apache Maven и Apache Ant. Gradle предоставляет
DSL на языке Groovy вместо традиционной XML-образной формы
представления конфигурации проекта.

Для загрузки геномных данных из внешнего ресурса (UCSC
Genome Browser) использовалась библиотека jsoup (Java HTML Parser).
Java-библиотека jsoup предназначена для разбора HTML-страниц (пар-
синг), позволяя извлекать необходимые данные, используя DOM, CSS
и методы в стиле jQuery. Библиотека поддерживает спецификации
HTML5 и позволяет парсить страницы, как это делают современные
браузеры. Библиотеке можно подать для анализа URL, файл или
строку.

Для взаимодействия R скриптов и java кода, была использована
библиотека Rserve. Это TCP/IP сервер, который позволяет другим
программам использовать возможности R без необходимости инициа-
лизации R. Каждое соединение имеет отдельное рабочее пространство
и рабочий каталог. Rserve поддерживает удаленное подключение,
аутентификацию и передачу файлов. В большинстве случаев, исполь-
зование библиотеки заключается в интеграции R бэкенда для расчета
статистических моделей, графиков в других приложениях.
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Рис. 2: Пример главного окна разработанной программы

Для работы с файлами разного расширения в работе использова-
лись библиотеки Apache Commons. Это проект фонда Apache Software
Foundation, который разрабатывает и поддерживает открытые библио-
теки на языке Java. Apache Commons разбивается на множество более
мелких проектов. Каждый такой проект имеет свой сайт, репозитории
исходного кода и каталог в системе отслеживания ошибок. Компо-
ненты проекта представляют собой JAR файлы, не превышающие
1 Мб.

Для отрисовки графиков использовалась библиотека JFreeChart.
Для работы с графикой матрицы использовалась библиотека Heat
Map.

1.3. Пример разработанной компьютерной программы

В ходе работы был реализован программный комплекс с графи-
ческим пользовательским интерфейсом. Он представляет главное
окно (рис. 2) с двумя вкладками для ChIA-PET и для Hi-C данных
соответственно. Для расширения системы новыми данными, можно
просто добавить новую вкладку для работы с ними, не меняя гото-
вый интерфейс. В окне программы есть кнопки для загрузки файла
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(а) ввод параметров хромосомы для отображения на графике

(б) не выбраны геномные данные (в) не выбраны данные ChIA-PET

Рис. 3: Три типа подсказок

пользователя, полное имя выбранного файла отображается в соответ-
ствующем текстовом окне. Для указания, того, чтобы данные генома
были загружены, необходимо установить галочку в чекбоксе, а также
указать организм (человек или мышь). Далее идет набор функций,
которые можно выполнить.

Выбраны данные пар сайтов, геном и запущена функция для
подсчета статистики расположения генов относительно пар сайтов
связывания для хромосомы 10 человека. Видно, что больше половины
генов лежат между сайтами связывания.

На панели справа отображается график, круговая диаграмма, ги-
стограмма или график. В каталоге проекта создается папка «Report»,
в которой записываются подробные статистические результаты про-
граммы.

Полученное изображение можно сохранить нажатием на кнопку
«Save Image». Сначала нужно загрузить необходимые файлы в соот-
ветствующие окна, затем выбрать интересующую функцию и нажать
на кнопку «Go!». Если пользователь что-то забыл указать, то появля-
ются подсказки. Сверху (рис. 3а) показан пример ввода параметра
и номера хромосомы для отображения на графике. Ниже предупре-
ждения: слева (рис. 3б) — необходима загрузка геномных данных,
справа (рис. 3в) — нет выбора данных ChIA-PET.
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В разработанном программном комплексе реализованы следующие
функции:
∙ Выделение генов, расположенных на границах пространственных
топологических доменов, по данным Hi-C.

∙ Вычисление распределения генов на топологических доменах.
∙ Вычисление распределения генов относительно пространствен-
ных хромосомных петель, на основе данных сайтов связывания
транскрипционного фактора (CTCF).

∙ Вычисление распределения сайтов связывания относительно по-
ложения и структурных особенностей генов.

∙ Выделение пар генов, находящихся в одной петле.
∙ Генерация случайного списка сайтов связывания на основе реаль-
ных данных (размеры петель и сайтов связывания соответствуют
действительности). Генерация на основе реальных данных случай-
ного списка геномных доменов.

∙ Сравнительный анализ двух наборов данных хромосомных кон-
тактов, полученных из разных источников.

Все промежуточные результаты сохраняются в отдельные фай-
лы. Пользователь может использовать их для дальнейшей работы.
Например, обработанный программой (отфильтрованный) файл с ге-
номом, можно подать на вход в другие программы или получить файл
с распределением и самостоятельно построить график в необходимом
формате.

Пользователь может выбрать, какую из хромосом и какой уча-
сток матрицы он бы хотел рассмотреть в большем масштабе. Есть
возможность задать значение порога «дальнодействия» в геноме, т.е.
подсчитать, сколько контактов из входных данных являются дально-
действующими на основе заданного расстояния в нуклеотидах (от 1 Кб
до 100 Кб и более). Рис. 4 представляет модуль отрисовки матрицы
контактов.

2. Алгоритмы расположения генов относительно участков
хромосомных контактов

С помощью анализа данных хромосомных контактов можно вы-
делять топологически ассоциированные домены (TAD — topologically
associated domains) и выявлять группы генов, которые имеют схожие
функциональные характеристики или образуют кластеры в таких
топологических доменах [17].
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Рис. 4: Окно модуля отрисовки матрицы контактов ChIA-PET

Среди всех функций данной программы рассмотрим функцию для
статистического анализа покрытия хромосомы сайтами связывания.
Входной параметр функции — это количество столбцов результирую-
щей гистограммы, т.е. на сколько частей надо «поделить» хромосому
для визуализации. Входные данные — список парных сайтов связыва-
ния, которые формируют структурную петлю, а записываются как
пары позиций (линейные координаты) на хромосоме.

Если взять связный список, который хранит в себе каждую точку
(координату) структурной петли на хромосоме, то памяти компью-
тера может быть недостаточно для обработки такой информации
(по 4 байта только для одной координаты, а их может быть более
200,000,000). Поэтому был реализован другой алгоритм для подсчета
такой статистики. Суть его заключается в том, что сначала мы хра-
ним один объект класса Interval, в котором содержатся координаты
начала хромосомы и конца (назовем их 𝑥1 и 𝑥𝑛, где индексы это
координаты нуклеотидов на хромосоме). Затем при сравнении этого
отрезка с координатами сайта связывания (назовем их 𝑥𝑖 и 𝑥𝑗) мы
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Рис. 5: Схема разбиения хромосомы на части при сравнении координат
сайта связывания

«делим» рассматриваемую хромосому на три части, т.е. создаем три
новых объекта класса Interval: у первого координаты будут 𝑥1 и 𝑥𝑖−1,
у второго 𝑥𝑖 и 𝑥𝑗 и у третьего 𝑥𝑗+1 и 𝑥𝑛. Все объекты хранятся в
LinkedList. Затем процедура повторяется (см. рис. 5).

Минимальный размер разбиения задается параметрически. Для
каждого объекта хранится счетчик, который подсчитывает количество
попаданий различных сайтов в данные координаты. Например, в слу-
чае, когда из-за достигнутого минимального размера хромосомной
единицы разбиение невозможно, то соответствующие счетчики увели-
чиваются на один. Таким образом, мы будем иметь более компактное
по требованию к памяти разбиение.

На рис. 5 представлена схема разбиения хромосомы на части при
сравнении координат сайта связывания. В верхней части рисунка —
разбиение хромосомы на части при сравнении координат сайта свя-
зывания и текущего объекта класса Interval. Увеличение счетчика
«покрытия» (Interval.count) невозможно при дальнейшем дроблении
отрезка. В нижней части рисунка представлена структура хранения
этих объектов в связном списке. Чем меньше минимальный размер
такого разбиения, тем точнее будет график. Можно получить разбие-
ние и без учета минимального размера разбиения, т.е. получить не
гистограмму, а график.
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(а) Пары сайтов связывания транскрипционного фактора CTCF
на хромосомной нити ДНК

(б) Общая схема расположения генов в хромосомных петлях

(в) Группы генов, располагающихся рядом в пределах петли на основе
заданной погрешности вычислений

Рис. 6: Выделение и подсчет групп генов, располагающихся рядом
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Рассмотрим функцию для получения распределения частоты
встречаемости генов в хромосомных петлях, образованных путем кон-
тактов пар сайтов связывания транскрипционного фактора CTCF. На
рис. 6а изображено схематичное расположение хромосомных петель.

Под группой понимаются те гены, которые располагаются «ря-
дом» друг с другом в пространственной близости — в хромосомной
петле, ограниченной сайтами связывания (рис. 6б). Понятие «рядом»
подразумевает под собой гены, располагающиеся в пределах задан-
ной погрешности (рис. 6в). Для подсчета такой статистики сначала
отбираются гены, которые располагаются внутри хромосомной петли.
Затем хромосома «делится на кусочки» заданного размера (E), т.е. Е —
это параметр (расстояние в геноме, в нуклеотидах), который задает
то, насколько удаленные друг от друга гены мы считаем располагаю-
щимися «рядом». Далее для каждого такого участка подсчитывается
число генов, попадающих в него. Процесс происходит для каждой
петли из входных данных.

Данный график построен на основе генома человека и всех петель
сайтов связывания из входных данных. В программе реализован аль-
тернативный вариант подсчета частоты встречаемости генов. Главной
его особенностью является исключение из обработки хромосомных
петлей с излишней вложенностью (рис. 7а).

3. Статистический анализ расположения генов относительно
участков хромосомных контактов

В ходе работы были получены результаты анализа расположения
генов относительно петель, образованных парами сайтов связывания
CTCF генома человека.

В процессе были выделены списки генов, пересекающиеся с сай-
тами связывания транскрипционного фактора CTCF [7], а также
случайный набор сайтов связывания. Далее были построены их рас-
пределения. По диаграммам рис. 7 можно предположить, что распо-
ложение генов имеет не случайный характер.

Большая часть генов лежит внутри петель сайтов связывания и не
пересекается с нуклеотидными координатами самих сайтов. Различие
распределений подтверждается на уровне значимости 𝑝 < 0.01.

На рис. 8 представлено распределение числа генов, располагаю-
щихся «рядом» в одной хромосомной петле, образованной сайтами
связывания транскрипционного фактора CTCF с учетом вложенности
петель по частотам встречаемости с входным параметром погреш-
ности 9000 нт. Оказалось, что гены по большей части (в масштабе
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(а) удаление вложенных петель

Количество генов,
лежащих относительно
оставшихся петель

строго внутри;
изнутри примыкая

к границе;
частично вне;
полностью вне.

Внутри пе 60 28
Точно в пе 11 22
Пересекае 29 47
Вне петель 1 3

Внутри пе 12
Точно в пе 17
Пересекае 11
Вне петель 60

Внутри петли Within sites
Точно в петле In sites
Пересекает Intersect
Вне петель Out of the sites

60
11

29

1

12

17

11
60

Внутри петли Точно в петле Пересекает Вне петель

(б) по эксперименталь-
ным данным

Внутри пе 60 28
Точно в пе 11 22
Пересекае 29 47
Вне петель 1 3

Внутри пе 12
Точно в пе 17
Пересекае 11
Вне петель 60

Внутри петли Within sites
Точно в петле In sites
Пересекает Intersect
Вне петель Out of the sites

60
11

29

1

12

17

11
60

Внутри петли Точно в петле Пересекает Вне петель(в) по случайно сгене-
рированным данным

Рис. 7: Расположение генов относительно пар сайтов связывания

Рис. 8: График распределения в геноме человеке числа генов, распо-
ложенных в общей хромосомной петле
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генома) располагаются по одному — 22 000 таких случаев, результат
считается для списка петель с учетом вложенности петель. Число
генов в петле экспоненциально убывает.

В большинстве случаев гены расположены в петлях по одному.
Максимально в группу входят до 8 генов. Такие списки генов в даль-
нейшем можно анализировать, искать общие молекулярные функции
или обобщенные онтологии.

Отметим разработанные в мире средства визуализации хромосом-
ных контактов 3D-GNOME [18] и QuIN [19], конвейеры обработки
данных ChIA-PET2 [20].

Заключение

Разработан программный комплекс для статистического анализа
расположения генов относительно топологических доменов и струк-
турных особенностей хромосом, расширяющий круг задач для анализа
символьных последовательностей генома [21]. Программа анализа
данных ChIA-PET впервые разработана в России и ориентирована
на суперкомпьютерные применения [22]. Применение к данным Hi-C
внутри топологических доменов хромосом в геноме мыши впервые
позволило реконструировать списки генов и найти категории генных
онтологий, связанные с расположением генов на границах доменов.
Полученные списки генов можно в дальнейшем анализировать с по-
мощью других доступных ресурсов и новых наборов данных Hi-C.

Исследование участков хромосомных контактов на уровне нук-
леотидов предполагает анализ однонуклеотидных полиморфизмов
и их фланкирующих участков с использованием оценок сложности
текста [23,24], контекстных характеристик, связанных с позициони-
рованием нуклеосом [25–27] расположением сайтов связывания тран-
скрипционных факторов в таких регуляторных участках в модельных
организмах [28]. Разрабатываются новые программы аннотации функ-
циональных элементов генома, микроРНК, участков хромосомных
контактов, связанные с технологией ChIA -PET [29]. Отметим новые
компьютерные инструменты анализа данных Hi-C [30]–Hi-Browse [31],
Juicebox [32], 3D Genome Browser [33], IC-Finder [34]. Каталог суще-
ствующих в мире компьютерных инструментов анализа хромосомных
контактов с помощью данных секвенирования, достаточно подробно
представлены на сайте OMICtools. Разработанная программа доступна
по запросу к авторам.

Благодарности. Авторы благодарны В.С. Фишману, Н. Р. Бат-
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