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За последние годы метод иммунопреципитации хроматина с последующим глубоким секвенирова-
нием (ChIP-seq) стал одним из основных инструментов для исследования регуляции экспрессии ге-
нов. Как и другие способы молекулярного профилирования, ChIP-seq имеет ряд методических осо-
бенностей, которые могут оказывать нежелательный эффект на получаемые результаты, особенно
в случаях, когда используются образцы клеток и тканей, качество которых сложно контролировать,
например замороженные постмортальные образцы тканей мозга человека. Однако методы биоин-
форматического анализа совершенствуются с каждым годом и позволяют уменьшить эти эффекты
на этапе анализа полученных данных секвенирования и позволяют сделать поправки (нормализо-
вать данные) на неравномерность как технических особенностей ChIP-seq, так и в более общем
смысле различных факторов исследований, например постмортальный интервал или гетероген-
ность клеточного состава исследуемых образцов. В этом обзоре мы рассмотрели широкий спектр
предложенных методов нормализации данных ChIP-seq, особенности их применения и выбора в
конкретном исследовании, в том числе в экспериментах с образцами клеток мозга человека. Пред-
ставлены преимущества и недостатки существующих подходов к нормализации, а также примеры,
свидетельствующие о перспективности использования методов ChIP-seq при исследовании мозга.
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Геном любого живого организма помимо самой
генетической последовательности имеет также ряд
факторов, которые характеризуют его работу в
клетках. В клетках ДНК упакована в структуру, на-
зываемую хроматином, и при этом намотана на
белковые комплексы, называемые нуклеосомами,
которые в свою очередь состоят из гистонов. Раз-
личные химические модификации гистонов, такие
как метилирование или ацетилирование отдельных
оснований, коррелируют с функцией соответ-
ствующих участков генома [1]. Суммарно такие
изменения гистонов и другие химические изме-
нения ДНК называются эпигеномом [2]. За по-
следние годы подход, основанный на иммуно-
преципитации хроматина с последующим секве-
нированием (ChIP-seq), стал одним из основных
методов исследования эпигенетического состоя-
ния генома. Он состоит из двух последовательных
этапов: 1) выделение белков, связанных с ДНК, с

помощью специфических антител и 2) определе-
ние последовательностей выделенной ДНК. Кар-
тировав затем полученные последовательности на
референсную последовательность генома иссле-
дуемого организма, можно определить связана ли
ДНК каждого участка генома с исследуемым бел-
ком или нет, что можно использовать как для изу-
чения транскрипционных факторов, так и для
модификаций гистонов [3].

Как и многие другие методы количественных
исследований в геномике, ChIP-seq используется
в том числе и для сравнительного анализа не-
скольких образцов и сталкивается с теми же про-
блемами, что и, например, анализ экспрессии ге-
нов с помощью гибридизации на микрочип или
секвенирования транскриптома (RNA-seq): на-
личие так называемой технической вариабельно-
сти при получении данных [4, 5]. Наблюдаемое в
геномных профилях разнообразие условно делит-
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ся на две части: биологическое и техническое.
Биологическое разнообразие отражает действи-
тельные различия между особями (образцами) в
живой природе, а техническое разнообразие от-
ражает дополнительные эффекты, которые до-
бавляются во время измерения. Самым очевид-
ным таким эффектом является глубина секвени-
рования (т.е. суммарное количество прочтений,
полученных для конкретного образца) [6]. Кроме
этого, при подготовке библиотек секвенирования
количество циклов амплификации может быть
различным в зависимости от количества доступ-
ной ДНК, что в конечном итоге повлияет на из-
меренные уровни связанности белков с ДНК при
выполнении ChIP-seq [7]. Существуют факторы,
которые более сложно контролировать, напри-
мер при подготовке партии образцов работы бы-
ли разбиты на несколько дней, но в каждый из
дней средняя температура воздуха в лаборатории
была различной, что повлияло на скорость хими-
ческих реакций и в конце концов внесло вклад в
полученные данные [8]. При проведении ChIP-
seq одним из основных таких факторов является
неравномерная эффективность работы антител
[9]. В той или иной степени эффективность все-
гда неполная, и это проявляется в появлении так
называемого геномного шума, который выглядит
как короткие прочтения, картированные не в ло-
кусы целевого обогащения (рис. 1,а). Например,
для антител, специфичных к H3K4me3, который
является маркером активных промоторов генов
[10], почти всегда наблюдается картирование дан-
ных ChIP-seq в другие участки генома. Почти все-
гда неспецифические последовательности равно-
мерно распределены по референсной последова-
тельности [11] и эта равномерность является
одним из главных условий возможности норма-
лизации данных. Помимо технических аспектов
применения различных методик получения и
сравнения молекулярных профилей, исследования
клеток мозга (особенно человека) имеют дополни-
тельные аспекты, которые влияют на проведение
достоверного анализа, в частности влияние на эпи-
генетический профиль различных аспектов жиз-
недеятельности человека (например, возраста
или курения, этнической принадлежности и пр.),
особенно наличие большого количества различ-
ных типов клеток в одном образце, которые опо-
средованно влияют на статистический анализ ис-
следуемых фенотипов, уменьшая возможности
получения достоверных результатов [5, 12].

НОРМАЛИЗАЦИЯ СПЕЦИФИЧНОСТИ 
СИГНАЛА ChIP-seq

Почти все методы для нормализации данных
ChIP-seq, описанные ниже, опираются на перво-
начальное построение матрицы, описывающей
полногеномное эпигенетическое состояние ис-

следуемых образцов. Для этого весь геном обычно
разбивается последовательно на окна определен-
ной длины (пересекающиеся друг с другом или
нет). При этом длина окна зависит от изучаемого
целевого белка [13]: для транскрипционных факто-
ров, для посадки которых на ДНК обычно требуется
10–20 нуклеотидов, используются окна, длиной
50–100 нуклеотидов; для анализа модификаций
гистонов используют окна, длина которых соот-
ветствует размеру ДНК, намотанной на нуклеосо-
му (т.е. около 150 нуклеотидов). Для некоторых мо-
дификаций гистонов характерна более широкая
локализация – в этих случаях используются окна
длиной до 1000 нуклеотидов. Затем для каждого
образца в каждом окне вычисляется количество
последовательностей, картированных в конкрет-
ное окно, и из этих величин формируется матри-
ца, которая и является основой для последующей
нормализации и дифференциального анализа
(рис. 1,б, в). Следует отметить, что многие методы
были разработаны для исследования эпигенома
клеточных культур на небольшом количестве об-
разцов и программные пакеты не всегда адапти-
рованы для исследований больших выборок, как
этого требует сравнительный анализ, например,
при исследовании болезней человека.

Нормализация на глубину секвенирования

Один из очевидных факторов, влияющих на
возможность корректного сравнения между об-
разцами, является количество прочтений, получен-
ных после глубокого секвенирования, поскольку
эта величина слабо зависит от исходного матери-
ала, но определяется, во-первых, стоимостью се-
квенирования и, во-вторых, сложностью эквимо-
лярного смешивания библиотек и тем, как рабо-
тают приборы для секвенирования. Поэтому
один из самых простых методов нормализации
данных ChIP-seq (и многих других данных глубо-
кого секвенирования) является нормализация из-
мерения количества прочтений, картированных в
конкретный локус (например, ген или пик обога-
щения), к общему количеству прочтений, получен-
ных для образца [13–15]. В этом случае элементы
исходной матрицы делятся на сумму величин в каж-
дой строке матрицы (т.е. на суммарное количество
прочтений конкретного образца, рис. 1,б).

ТММ-нормализация

Другим подходом, который получил первона-
чальное развитие в анализе экспрессии генов, яв-
ляется нормализация образцов, опирающаяся на
идею того, что большая часть локусов не должна
иметь значительных изменений в одних образцах
по сравнению с другими. Исходя из этого, при
анализе нескольких образцов сначала выбирается
случайно один из образцов, называемый референс-
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ным, и остальные нормализуются относительно не-
го. Для каждого вычисляется обрезанное среднее
М-величин (trimmed mean of M-values, TMM), ко-
торое равно взвешенному среднему М-величин
(логарифм разности плотности прочтений между
двумя образцами), исключая локусы, в которых
М-величина и А-величина (половина логарифма
суммы плотности прочтений в двух образцах)
принимают экстремальные значения (определен-
ные по умолчанию как 30- и 10%-ные квантили
соответственно). Этот подход успешно применя-
ется как для транскриптомных данных, для кото-
рых был изначально разработан, так и для других
геномных данных, включая ChIP-seq [13, 16]. Од-
нако, как отмечают авторы программного пакета
csaw [13] для сравнительного анализа ChIP-seq
данных, в некоторых случаях исходная посылка
метода TMM не выполняется (например, когда
сравнивают образцы, в которых происходит зна-
чительная перестройка эпигенетического статуса
генома) и предлагают в таких случаях использо-
вать только локусы, в которых наблюдается высо-

кое связывание целевого белка с ДНК. Однако и
метод нормализации на глубину секвенирования,
и ТММ-нормализация не моделируют напрямую
основного фактора, специфического для ChIP-
seq: вероятности неравной эффективности анти-
тела в исследуемых образцах, что приводит к от-
личающимся соотношениям сигнал–шум и мо-
жет существенно влиять на анализ.

CisGenome, SPP, CCAT и NCIS

Как отмечают авторы программного пакета csaw
[13], метод нормализации TMM, очень успешно
применяемый для анализа данных RNA-seq, не
всегда подходит для анализа ChIP-seq. Существу-
ет целое семейство методов, разработанных для
нормализации данных ChIP-seq, основанных на
исключении части локусов из анализа, что позво-
ляет более эффективно использовать метод нор-
мализации на глубину секвенирования или TMM-
нормализацию. Каждый из этих методов исключает
из общего числа некоторые локусы, основываясь на

Рис. 1. Демонстрация двух методов нормализации. На панели а приведены пять симулированных профилей ChIP-seq.
При этом в симуляции использован один и тот же сигнал, но с разным соотношением сигнала и шума (отражая раз-
личную степень эффективности антител в реальном эксперименте), поэтому ожидается, что все пять профилей долж-
ны быть похожи друг на друга после нормализации. Зелеными прямоугольниками выделены симулированные локусы
обогащения. На панелях б и в изображены результаты двух методов нормализации этих профилей: строки соответству-
ют образцам панели а, а столбцы – локусам обогащения, цвет характеризует оценку сигнала. На панели б изображены
результаты нормализации на суммарную глубину секвенирования, а на панели в – результаты TMM-нормализации.
Этот пример демонстрирует преимущество ТММ-нормализации над нормализацией на глубину секвенирования в
данной ситуации, поскольку на панели б наблюдается зависимость нормализованных значений от соотношения сиг-
нал/шум в профиле. Следует отметить, что обе нормализации не предполагают нормализации значений между локу-
сами обогащения, а предполагают только нормализацию между различными профилями.
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определенном критерии. После этого коэффициент
нормализации вычисляется одним из вышеопи-
санных способов, используя только картированные
в оставшиеся участки генома последовательности.

В методе, предложенном авторами программ-
ного пакета CisGenome [17], предлагают исполь-
зовать только участки генома, в которых суммарно
обнаружено малое количество прочтений, тем са-
мым нормализуя уровень шума между образцами.
Авторы метода SPP используют распределение
Пуассона, чтобы оценить количество прочтений,
картированных в локус, и используют для норма-
лизации только те, в которых у всех исследуемых
образцов P-значение меньше 0.05 [18].

В программном пакете CCAT [19] для опреде-
ления локусов для оценки коэффициента норма-
лизации используется итерационный процесс, в
котором на первом этапе используется нормали-
зация с помощью глубины секвенирования. За-
тем на каждом шаге для анализа используются
только регионы генома, в которых различается
количество последовательностей в образцах, кар-
тированных только на прямую цепь референсно-
го генома, а оценка коэффициента нормализации
обновляется с помощью последовательностей,
картированных только на комплементарную цепь
референсной последовательности. Этот процесс
повторяется пока коэффициент нормализации не
перестает изменяться.

Во всех этих подходах используются заранее
заданные критерии размера локусов, количества
последовательностей, ограничение P-значения или
другие. Авторы метода NCIS [20] развивают эти
подходы, но предлагают алгоритм, адаптивный к
исходным данным, для выбора размера локусов и
ограничения на суммарное количество прочтений в
образцах. Они отмечают, что выбор ограничения на
количество прочтений позволяет маневрировать
между смещением оценки коэффициента норма-
лизации и его дисперсией. Анализируя данные
ChIP-seq, они строят график данных разницы ло-
гарифмов количества прочтений в двух образцах
относительно суммарного количества последова-
тельностей в локусе (своеобразный аналог МА-гра-
фика) и находят на нем точку, разделяющую локусы
с обогащением от локусов, содержащих только
шум. Аналогичным образом получают оценку не-
обходимого размера регионов генома. На основа-
нии этих двух величин вычисляется коэффициент
нормализации с помощью метода, аналогичного
методу CisGenome.

MAnorm & MAnorm2

Метод MAnorm [21] применяется для норма-
лизации пары образцов относительно друг друга
исходя из того, что если в двух различных образ-
цах много общих локусов связывания с целевым

белком то в этих регионах связывание должно
определяться общими механизмами. Исходя из
этого, авторы развивают идею нормализации, ко-
торую успешно применяют для нормализации
данных экспрессии генов с помощью графика
Бланта–Альтмана, который еще называют МА-
графиком. В методе MAnorm в этом графике на
оси абсцисс нанесена логарифмированная сред-
няя плотность прочтений в двух образцах (A), а на
оси ординат – логарифмированная разница в
плотности прочтений между двумя образцами (M),
но для построения используются только те участки
генома, в которых у каждого из образцом наблю-
дается обогащение. На основании такого графика
определяется устойчивая линейная модель, свя-
зывающая среднюю плотность последовательно-
стей с разницей в этой плотности. Исходя из данной
линейной модели, производится трансформация
пространства значений (М, А) таким образом,
чтобы ось абсцисс совпадала с полученной ли-
нейной моделью. Рассматривая теперь значения
М и А после трансформации во всех пиках, а не
только общих, можно получить нормализованные
значения М и А, т.е. нормализованные значения
разницы между двумя образцами. Таким образом,
метод MAnorm позволяет провести сравнение двух
образцов с учетом нормализации, но не позволяет
получить нормализованные профили ChIP-seq.

Метод MAnorm2 [22] является развитием ме-
тода MAnorm, позволяя применить похожий подход
не для сравнения двух образцов, а для сравнения
двух групп образцов. В частности, авторы предла-
гают учесть наличие потенциальной структуры
(гетерогенности образцов) и для этого на одном
из первых этапов отдельно нормализуют группы.
Внутри группы образцов авторы проводят норма-
лизацию путем линейной трансформации M- и
A-величин таким образом, чтобы среднее М-ве-
личин было нулевым и ковариация М- и A-вели-
чин тоже была нулевой.

ChIPnorm

Авторы подхода ChIPnorm [23] предлагают по-
хожий на MAnorm метод, но используют два после-
довательных шага. На первом этапе определяются
участки генома, в которых наблюдается значимое
обогащение последовательностей в двух анализи-
руемых образцах по сравнению с контрольной
библиотекой и со случайным распределением. На
втором этапе проводится нормализация двух об-
разцов на основании регионов, которые имели
значимое обогащение в обоих образцах на первом
этапе (т.е. исходя из того же принципа, что в ме-
тоде MAnorm, но сами регионы выбираются по
другому принципу). В предлагаемом авторами
программном пакете также реализованы некото-
рые другие методы нормализации: нормализация
к единице и квантильная нормализация, которые
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похожи на нормализацию на глубину секвениро-
вания или TMM-нормализацию и были ранее
разработаны для анализа данных экспрессии ге-
нов с помощью микроматриц.

CHIPIN
Авторы программного пакета для языка про-

граммирования R под названием CHIPIN (ChIP-seq
Inter-sample Normalization) [24] предлагают под-
ход для нормализации данных ChIP-seq, который
можно использовать в тех случаях, когда не исполь-
зуются калибровочный контроль, но зато доступны
данные по экспрессии генов. Авторы предлагают
нормализовать сигнал ChIP-seq между различны-
ми образцами исходя из предположения, что для
генов, экспрессия которых постоянна, регуля-
торные участки также должны иметь одинаковую
активность.

Исходя из этого, авторы предлагают проводить
нормализацию в два этапа: на первом определяются
локусы генов, имеющих неизменную экспрессию, а
на втором – линейная или квантильная нормализа-
ция определяется так, чтобы разница в локусах, пе-
ресекающихся с локусами “неизменных” генов,
была минимальной.

Оценивая качество нормализации на основа-
нии анализа средних значений нормализованных
профилей покрытия в локусах начала транскрип-
ции, авторы, помимо нормализации предлагают
использовать этот метод для оценка качества ра-
боты (специфичности) антител, используемых
для ChIP-seq. На примере использования двух
различных антител (против H3K27ac и против
H3K27me3) в клеточных линиях авторы демон-
стрируют, что при использовании первого анти-
тела средний профиль плотности прочтений в
окрестности сайтов начала транскрипции не за-
висит от степени экспрессии гена, а для второго
антитела профили генов с высокой и средней сте-
пенями экспрессии похожи друг на друга и на
профили, полученные для первого, но сильно от-
личаются от профилей для генов с низкой экс-
прессией. Это подтверждает ранее опубликован-
ные результаты о том, что второе антитело связы-
вается не только с метилированными лизинами,
но и с ацетилированными, т.е. не является специ-
фичным.

Идейно близкий подход также реализован в
программном пакета THOR [25], однако в нем в
качестве “постоянных” генов используются так
называемые гены домашнего хозяйства (т.е. гены
необходимы в клетках для поддержания базовой
жизнеспобосности).

Калибровочный контроль
Природа данных глубокого секвенирования

предполагает исследование относительных вели-

чин: абсолютные значения крайне трудно изме-
рить. Однако в ряде случаев происходят глобаль-
ные изменения в структуре хроматина (напри-
мер, в случае мутации в гистоне), для
исследования которого сравнительного анализа
недостаточно. Для того чтобы решить эту пробле-
му, авторы метода ChIP-Rx [9] разработали под-
ход, позволяющий учитывать количество клеток,
использованных в исследовании. Вдохновляясь
аналогичными подходами в исследованиях тран-
скриптомики [26, 27], они предлагают добавлять в
каждый исследуемый образец внешний калибро-
вочный контроль в отношении, постоянном меж-
ду образцами. При этом в качестве дополнения
используется материал от другого биологическо-
го вида. Например, реализуя эту стратегию на им-
мортализованной человеческой клеточной линии
Jukart, авторы добавляют в образцы клетки пло-
довой мушки в пропорции две клетки мухи к од-
ной клетке человека. Гистоны являются одними
из наиболее эволюционно консервативных бел-
ков и поэтому антитела, вероятно, будут одинако-
во эффективно работать и для млекопитающих, и
для плодовой мушки.

Выполнив иммунопреципитацию и последую-
щее секвенирование, можно затем в каждом об-
разце картировать последовательности и на геном
человека, и на геном плодовой мушки. Затем
определить отношение количества прочтений на
два генома и использовать эту величину для нор-
мализации.

В другой похожем подходе [28] предлагается
использовать комбинацию экзогенного хромати-
на плодовой мушки и специфического для него
антитела, тем самым ослабляя требование уни-
версальности используемого антитела. Более то-
го, авторы предполагают, что такой подход легче
в использовании, потому что позволяет заранее
подготовить большое количество экзогенного
материала до проведения иммунопреципитации в
целевых образцах.

ChIPseqSpikeInFree

Несмотря на то что использование калибро-
вочного контроля показало свою эффективность
как в анализе данных экспрессии генов, так и для
ChIP-seq, лишь малая доля исследований исполь-
зует этот подход. Это связано с эксперименталь-
ными трудностями (например, требуется опти-
мизация количества добавляемого хроматина в
зависимости от целевой модификации гистонов
или транскрипционных факторов). Тем не менее,
как утверждают авторы метода ChIPseqSpikeInFree
[29], в таких случаях все же возможно провести
адекватную нормализацию и провести сравнение
образцов, исходя только из данных секвенирова-
ния ChIP-seq.
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Для этого авторы разбивают весь референсный
геном на участки длиной 1 тпн и определяют рас-
пределение плотности прочтений в этих участках.
Они обнаружили, что во многих ChIP-seq экспери-
ментах с помощью анализа плотности все участки
генома можно разбить на три класса: 1) те, в кото-
рых нет обогащения целевым белком, 2) те, в кото-
рых низкое обогащение, и 3) те, в которых очень
высокое обогащение. Далее авторы заметили, что
многие локусы с высоким обогащением инвариант-
ны относительно глобальных изменений структуры
хроматина и их обогащение обратно пропорцио-
нально глобальным уровням целевого белка. На
основании этого они предлагают нормализовать
образцы исходя из того, что соотношение между
необогащенными локусами и высокообогащен-
ными локусами генома не зависит от исследуемо-
го образца.

Используя этот подход на примере нескольких
экспериментов, в которых происходит глобальное
изменение уровней химических модификаций ги-
стонов, авторы показали, что результаты соответ-
ствуют ожиданиям. Например, они подтвердили
глобальное уменьшение уровней H3K79me2 и со-
хранение уровней H3K4me3 в клетках MV4-11,
обработанных фенилбутазоном, по сравнению с
необработанными, а также увеличение уровней
H3K27me3 в клеточных линиях с нокаутом гистона
H3.3K27M и в нескольких других экспериментах
[9, 30].

Нелинейная нормализация
В дополнение к предыдущим методам, которые

в большей степени производят нормализацию
линейным преобразованием данных, были также
предложены методы, предоставляющие большую
гибкость. Например, в методе S3norm [31] произ-
водится не линейная, а логарифмическая норма-
лизация таким образом, чтобы не только локусы
обогащения имели в среднем одинаковый сиг-
нал, но локусы, в которых нет обогащения (отри-
цательный контроль), так же имели в среднем
одинаковые значения сигнала (отличающееся от
значения для локусов обогащения). Таким обра-
зом, напрямую производится нормализация со-
отношения сигнала и шума. В пакете csaw [13]
предложен метод нелинейной нормализации, ко-
торый производит трансформацию данных (ме-
тодом локальной полиномиальной регрессии) та-
ким образом, чтобы соотношение сигнала между
образцами не зависело от уровня среднего значе-
ния сигнала.

Выбор конкретного метода нормализации
Такое большое количество методов для одного

из первых этапов анализа данных ChIP-seq по-
рождает очевидный вопрос: какой из них необхо-

димо использовать? Авторы каждого из методов
аргументируют в пользу того, который разработа-
ли они сами, поэтому в первую очередь необходимы
независимые исследования применимости этих ме-
тодов, какие были уже опубликованы для RNA-seq.

Авторы одного из таких исследований для
ChIP-seq [32] предлагают выбирать подходящий
метод из нескольких, основываясь на анализе
адекватности сделанной ими оценки коэффици-
ента нормализации с помощью так называемого
диагностического графика. Для построения такого
графика последовательность референсного генома
разбивается на множество непересекающихся
участков (окон), которые затем кластеризуются
таким образом, чтобы в них последовательно со-
держалось примерно одинаковое количество кар-
тированных последовательностей. Авторы пока-
зали, что отношение количества картированных
последовательностей в каждом кластере имеет
форму нормального распределения, в котором
среднее равно логарифму коэффициента норма-
лизации. Отображая на графике эти распределе-
ния и сравнивая их с оценками, полученными од-
ним из вышеописанных методов, можно получить
представление о достоверности нормализации. В
качестве примера авторы сравнивают методы
нормализации CisGenome, CCAT и NCIS и в при-
веденных примерах метод CCAT дает занижен-
ную оценку коэффициента нормализации.

Следует учесть, что предложенный метод диа-
гностических графиков можно использовать только
для методов нормализации, которые выполняют
линейную трансформацию данных, и он не учиты-
вает возможность глобального изменения структу-
ры хроматина. Поэтому при выборе способа нор-
мализации необходимо учитывать специфиче-
ский характер исследования и маловероятно, что
существует единый способ нормализации, подхо-
дящий под все возможные эксперименты.

НОРМАЛИЗАЦИЯ ДРУГИХ ФАКТОРОВ
Вместе с техническими эффектами, свойствен-

ными именно ChIP-seq, исследованиям хроматина
свойственны те же проблемы, что и другим моле-
кулярным методам, в частности неравномерность
выборок и/или сильное влияние факторов, кото-
рые не представляют интереса для исследования.
Например, при исследовании клеток мозга чело-
века методом ATAC-seq [33] было установлено,
что более 466 локусов генома меняют степень от-
крытости хроматина в зависимости от продолжи-
тельности временного интервала, прошедшего от
момента смерти по получения образцов тканей
мозга (postmortem interval, PMI). В исследованиях
нейропсихических заболеваний некоторыми таки-
ми факторами являются курение человека, которое
значимо влияет на эпигенетический профиль [34],
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в том числе клеток мозга, и использование меди-
каментов, которые тоже по-разному могут влиять
на состояние хроматина. Более общей трудностью
при исследованиях клеток мозга является гетеро-
генность клеточного состава клеток мозга, который
содержит, по разным оценкам, более 10 различных
типов клеток (например, нейроны различных ти-
пов, олигодендроциты, астроциты, микроглия
и пр.), в результате чего полученный молекулярный
профиль представляет собой некое усреднение сиг-
нала по разным типам клеток (за исключением при-
менения методов секвенирования отдельных еди-
ничных клеток или ядер). Эти и другие факторы
требуют более тщательного подхода к анализу, не-
жели классический метод сравнения двух групп ин-
дивидов, который в этом случае будет иметь мень-
шую статистическую силу.

Для многих молекулярных методов успешно
используется подход, в котором наблюдаемый
сигнал раскладывается на несколько компонент с
помощью линейной модели. Этот подход позво-
ляет учитывать в модели не только исследуемый
фенотип, но и другие характеристики исследуе-
мых образцов. Например, в эту модель включают
возраст, пол, статус курения и пр., что позволяет
при проведении статистического теста на ассоци-
ацию с фенотипов исключить их влияние. Этот
подход используется в программных пакетах lim-
ma [35], edgeR [16], DEseq [36] и других. Другим
вариантом является линейная регрессия, с помо-
щью которой можно получить сигнал, из которого
исключено влияние факторов, не представляющих
интереса для исследования [37, 38]. Считается, что
второй подход по сравнению с первым уменьшает
статистическую силу анализа, но зато позволяет
использовать другие виды анализа (например,
PCA). Таким образом возможно учесть различ-
ные биологические (и технические тоже) факто-
ры при анализе конкретного фенотипа.

В частности, в качестве таких факторов можно
использовать клеточный состав исследуемых об-
разцов (т.е. процент содержания различных ти-
пов клеток), который можно оценить по уже по-
лученному профилю ChIP-seq. Одним из наибо-
лее надежных способов является декомпозиция
на основании ранее полученных профилей отдель-
ных типов клеток (в похожих экспериментальных
условиях, например для того же транскрипционно-
го фактора или модификации гистонов), которые
можно получить из ранее опубликованных дан-
ных. Например, некоторые исследования клеток
используют метод сортировки ядер нейронов,
чтобы отделить нейроны мозга от других типов
клеток мозга: получены нейронально-специфич-
ные профили для некоторых модификаций хро-

матина (в частности H3K4me3), а также соответ-
ствующие профили ненейрональных клеток [39,
40]. В одном из исследований получены профили
модификаций хроматина для четырех различных
типов клеток [41]. Наконец, в рамках проекта EN-
CODE [42] получены различные данные ChIP-seq
для клеточных линий, производных от астроци-
тов, олигодендроцитов, нейронов и прочих. В
этом случае возможно использование одного из
многих методов декомпозиции [43, 44]. Тем не
менее следует учитывать, что эти методы в боль-
шей степени разработаны для анализа экспрес-
сии генов и ДНК метилирования, но аналогич-
ные подходы можно применять и для анализа
ChIP-seq [45], хотя этой теме посвящено малое
количество исследований.

Наконец, в некоторых случаях оправдано опре-
деление неизвестных заранее факторов, не связан-
ных с исследуемыми фенотипами. В частности,
довольно успешно и часто применяются методы
анализа суррогатных переменных (SVA) [46] или
RUVseq [47]. Однако следует учитывать, что они
основаны на линейных моделях и могут при приме-
нении оказывать нежелаемое влияние на анализ ис-
следуемых фенотипов. В частности, эти методы мо-
гут определять пропорции различных типов клеток
как один из таких нежелательных факторов.

НОРМАЛИЗАЦИЯ ChIP-seq
В ИССЛЕДОВАНИЯХ ТКАНЕЙ МОЗГА

В НОРМЕ И ПАТОЛОГИИ

Одним из центральных проектов последнего
десятилетия в исследованиях эпигенетики явля-
ется проект ENCODE [42], в основном направ-
ленный на исследование эпигенетического статуса.
В какой-то мере его продолжением является про-
ект psychENCODE [48], направленный на изуче-
ние регуляции экспрессии генов при нейропси-
хиатрических заболеваниях и, в частности, его
участники применяют ChIP-seq для исследова-
ния молекулярных факторов патологий. Например,
в исследовании органоидов мозга человека (т.е.
полученных путем репрограммирования фиброб-
ластов) [49] для сравнительного анализа ChIP-seq
профилей c маркером H3K27ac была применена
TMM-нормализация. В исследовании профилей
ацетилирования гистонов сортированных нейро-
нов лобной доли [50] также был применен метод
TMM-нормализации и поправка на многие дру-
гие факторы (возраст, пол, клеточный состав об-
разца и пр.), как и в продолжении этой работы
для сравнения пациентов с шизофренией и кон-
трольной выборки [51] (но уже не только для мет-
ки H3K27ac, но и для H3K4me3). Однако в анало-
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гичном исследовании ацетилирования гистонов
пациентов с аутизмом была применена нормали-
зация на глубину секвенирования (но также вме-
сте с поправкой на возраст, пол, пропорцию ней-
рональных клеток и пр.).

В исследованиях нейродегенеративных забо-
леваний, таких как болезнь Альцгеймера, также
применяется метод ChIP-seq для исследования
эпигенетического состояния хроматина. Напри-
мер, для исследования профилей H3K4me3 и
H3K27me3 клеток энторинальной коры головно-
го мозга больных и здоровых индивидов [52] была
применена нормализация на общее количество
прочтений (т.е. на глубину секвенирования). В более
широком исследовании 699 индивидов с различ-
ной степенью деменции [53] был также применен
метод нормализации на глубину секвенирования.
В исследованиях факторов развития глиобласто-
мы с помощью ChIP-seq против метки активных
генов H3K27ac [54] была использована нормали-
зация методом, близким к TMM-нормализации
из пакета DESeq2 [55]. В другом исследовании
глиом [56] была использована нормализация на
глубину секвенирования.

Таким образом, в исследованиях модифика-
ций гистонов методом ChIP-seq в клетках мозга
человека наиболее часто используются сортировка
нейронов отдельно от других типов клеток, а так-
же нормализация на глубину секвенирования или
TMM-нормализация. Несмотря на то что оба эти
метода нормализации не были изначально разра-
ботаны специально для данных ChIP-seq, их при-
менение оправдано в тех случаях, когда уровень
шума примерно одинаков в используемых дан-
ных (что необходимо контролировать [11]), либо
когда другие факторы (пол, возраст и пр.) вносят
больший вклад и нормализация предназначена в
первую очередь для учета этих различий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Широкий спектр методов нормализации дан-

ных ChIP-seq позволяет выбрать наиболее подхо-
дящий под условия конкретного эксперимента.
Несмотря на то что многое можно сделать во вре-
мя анализа уже полученных данных, изначальное
планирование эксперимента может иметь реша-
ющее значение для статистической силы и досто-
верности последующего анализа. Например, уже
упомянутое ранее добавление калибровочного
контроля для анализа позволяет провести норма-
лизацию данных, но имеет также и недостатки.
Одним из подходов к частичному решению про-
блемы гетерогенности клеток мозга может быть
использование сортировки клеток/ядер до прове-

дения ChIP-seq для получения профиля, что ча-
сто применяется для исследования нейропсихи-
атрических и нейродегенеративных заболеваний.
Наконец, использование одноклеточных техноло-
гий (single cell/nuclei) для исследования состояния
хроматина на уровне отдельных клеток (scATAC-
seq и scChIP-seq) является одним из наиболее
перспективных методов в этой области.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (номер гранта 19-75-30039).
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Chromatin immunoprecipitation followed by sequencing (ChIP-seq) has become one of the major tools to
elucidate gene expression programs. Similar to other molecular profiling methods, ChIP-seq is sensetive to
several technical biases which affect downstream results, especially in cases when material quality is difficult
to control, for example, frozen post-mortem human tissue. However methods for bioinformatics analysis im-
prove every year and allow to mitigate these effects after sequencing by adjusting for both technical ChIP-seq
biases and more general biological biases like post-mortem interval or cell heterogenity of the sample. Here
we review a wide selection of ChIP-seq normalization methods with a focus on application in specific exper-
imental settings, in particular when brain tissue is investigated.
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