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В настоящее время благодаря полногеномным исследованиям охарактеризовано множество 
ассоциаций между генетическими полиморфизмами и различными заболеваниями. Большин-
ство клинически значимых полиморфизмов локализованы в некодирующих областях генома. 
Современные биоинформатические ресурсы позволяют предсказывать молекулярные меха-
низмы влияния некодирующих полиморфизмов на экспрессию генов, однако такие гипотезы 
нуждаются в экспериментальной проверке. В представленном обзоре рассмотрены основные ме-
тоды определения молекулярных механизмов зависимости патогенеза заболеваний от тех или 
иных генетических вариантов некодирующих последовательностей. В  частности, рассмотрены 
способы определения факторов транскрипции, эффективность связывания которых зависит  
от варианта полиморфизма. Биоинформатические ресурсы, позволяющие предсказывать меха-
низм влияния полиморфизмов на патогенез заболеваний, достигли впечатляющего развития, 
однако необходимость в экспериментальных подходах к данному вопросу остается актуальной.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: функциональные полиморфизмы, регуляторные области, транскрипционные 
факторы, репортерный анализ, CRISPR-Cas.
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Принятые сокращения: ДЦР  – двухцепочечный разрыв  ДНК; НТО  – нетранслируемая область; ТФ  – тран-
скрипционный фактор; ChIP – иммунопреципитация хроматина; CRISPR – короткие палиндромные повторы, 
регулярно расположенные группами; EMSA – анализ сдвига электрофоретической подвижности; GWAS – пол-
ногеномные исследования; HDR  – гомологически направленная репарация; MPRA  – массовый параллель-
ный репортерный анализ; QTL  – локус количественного признака; eQTL  – локус количественного признака, 
регулирующий экспрессию генов на уровне транскрипции; raQTL  – локус количественного признака, опре-
деляемый по активности репортерного гена; SNP  – однонуклеотидный полиморфизм.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на то что геномы людей на  99,9% 
идентичны, именно оставшиеся 0,1%  генетиче-
ских вариаций лежат в основе фенотипических 
различий, в том числе восприимчивости к болез-
ням  [1]. К  таким генетическим вариантам отно-

сят однонуклеотидные полиморфизмы (SNV, Single 
Nucleotide Variation или SNP,  Single Nucleotide 
Polymorphism), инсерции/делеции  (indel), а так-
же структурные вариации длиной более 50  п.н. 
(SV,  Structural Variation)  [2]. Наиболее распростра-
ненным генетическим вариантом является SNP  – 
вариация (вариант аллеля) последовательности 
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Рис. 1. Основные механизмы влияния некодирующих полиморфизмов на регуляцию экспрессии генов (изо-
бражение сделано с помощью BioRender.com)

ДНК размером в один нуклеотид у представителей 
одного вида, встречающаяся в популяции с часто-
той не менее 1%  [3]. SNP встречаются в геноме 
каждые 200–300  п.н., располагаются как в коди-
рующих частях генома, так и в регуляторных (про-
моторы, энхансеры, интроны и нетранслируемые 
области) [4, 5]. Актуальность изучения SNP заклю-
чается в том, что такие генетические варианты ча-
сто ассоциированы с различными заболеваниями, 
что показано с помощью многочисленных полно-
геномных исследований (Genome-Wide Association 
Studies, GWAS). Порядка 95%  клинически значи-
мых  SNP локализованы в некодирующих обла-
стях генома [6], и их функциональная значимость 
может быть связана с изменением регуляторных 
характеристик областей, окружающих полимор-
физм  [7]. К  таким регуляторным областям эука-
риотического генома можно отнести промоторы, 
энхансеры 5′- и 3′-нетранслируемые области (НТО) 
белок-кодирующих генов, области генов некоди-
рующих РНК  (нкРНК) и регуляторные элементы 
сплайсинга (SRE, splicing regulatory elements)  [5, 8].  
Промоторы инициируют транскрипцию генов, 
а энхансерные элементы усиливают эту инициа-
цию  [9]. Промоторы являются предпочтительны-
ми местами посадки транскрипционных факто-
ров (ТФ) и РНК-полимеразы  II на ДНК и включают 
в себя область первого транскрибируемого ну-
клеотида транскрипта (сайт начала транскрип-
ции,  TSS)  [10]. Энхансеры, впервые идентифици-
рованные с помощью репортерного анализа как 
элементы, способные увеличивать экспрессию  
репортерного гена  [11], представляют собой плат-

формы для связывания ТФ, способные действовать 
независимо от ориентации, расстояния и рас-
положения по отношению к гену-мишени  [12]. 
5′- и 3′-НТО играют важную роль в посттранскрип-
ционной регуляции экспрессии генов и являются 
частью зрелой кодирующей  мРНК. Так, 5′-НТО 
содержат различные регуляторные компоненты, 
влияющие на инициацию трансляции, а в состав 
3′-НТО входят последовательности, связывающие 
микроРНК и приводящие к деградации транскрип-
та [5]. Также следует отметить, что некодирующие 
полиморфизмы в составе  НТО могут участвовать 
и в регуляции транскрипции, поскольку последо-
вательность 5′-НТО обычно пересекается с промо-
торными регионами генов, а последовательность 
3′-НТО может пересекаться с другими регулятор-
ными элементами генов  – например, энхансе-
рами  [13]. Некодирующие полиморфизмы также 
располагаются в нкРНК, о влиянии которых на 
созревание  РНК, регуляцию транскрипции, ремо-
делирование хроматина и посттранскрипционные 
модификации  РНК за последние годы получено 
много информации  [14].

Будучи наиболее часто встречающимся 
классом генетических вариантов, SNP являются 
основным генетическим маркером при картиро-
вании локусов количественных признаков (QTL, 
Quantitative Trait Loci), которые можно условно 
разделить на те, которые регулируют экспрессию 
генов непосредственно на уровне транскрип-
ции и хроматина, что отражается на уровне 
мРНК (eQTL  – expression QTL, регулирующий экс-
прессию генов на уровне транскрипции), и те,  
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которые влияют на посттранскрипционные про-
цессы (sQTL  – splicing QTL, регулирующие аль-
тернативный сплайсинг пре-мРНК; pQTL  – pro
tein  QTL, регулирующие экспрессию белка)  [15]. 
Механизмом функционального влияния полимор-
физмов на геномном уровне может быть наруше-
ние функционирования регуляторных элементов 
вследствие изменения последовательности сайтов 
взаимодействия ТФ с ДНК (как в сторону уменьше-
ния, так и в сторону увеличения эффективности 
связывания) [16]. На посттранскрипционном уров-
не некодирующие полиморфизмы могут влиять 
на активность 5′- и 3′-НТО мРНК, которые играют 
важную роль в регуляции трансляции и стабиль-
ности мРНК, в том числе за счет изменения свя-
зывания регуляторных микроРНК  [17–19]. Также 
SNP в последовательности незрелой микроРНК 
могут влиять на эффективность созревания мик-
роРНК и изменять эффективность связывания 
с  мРНК  [20,  21], а аллельные варианты в составе 
днРНК (длинных некодирующих РНК)  – с разной 
эффективностью модулировать концентрацию 
комплементарных микроРНК  [22]. Значительное 
количество функциональных генетических вари-
антов, классифицируемых как  sQTL, располага-
ются в регуляторных элементах сплайсинга, непо-
средственно изменяя последовательность сайтов 
сплайсинга или модифицируя сайты связывания 
РНК-связывающих белков  [23]. Основные меха-
низмы влияния некодирующих полиморфизмов 
на регуляцию экспрессии генов представлены 
на  рис.  1.

В представленном обзоре описаны основные 
экспериментальные подходы к анализу функцио-
нальных некодирующих аллельных вариантов, в 
том числе рассмотрены способы определения  ТФ, 
эффективность связывания которых зависит 
от  аллельного варианта.

АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ ГЕНЕТИЧЕСКИХ  
ПОЛИМОРФИЗМОВ НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ  

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ГЕНОВ-РЕПОРТЕРОВ

Экспериментальные методы изучения влия-
ния полиморфизмов на экспрессию гена можно 
разделить на две большие группы: исследования 
с использованием генетических репортерных кон-
струкций и изучение полиморфизмов непосред-
ственно в нативном геномном контексте.

Первая группа методов включает в себя 
использование репортерных генетических кон-
струкций, в которых влияние генетического ва-
рианта на регуляторный элемент определяется 
по активности репортерного гена (reporter assay 
QTL, raQTL). К  ним относится и классический ме-
тод люциферазного репортерного анализа, когда 

аллельные варианты исследуемой регуляторной 
последовательности (промотора или энхансера) 
интегрируют в репортерную конструкцию и срав-
нивают активность гена-репортера в полученных 
конструкциях после их трансфекции в физиологи-
чески релевантную культуру клеток  [24]. С  помо-
щью метода двойного люциферазного теста опи-
сано множество raQTL в разных типах клеток и 
регуляторных элементах. Так, ранее были пред-
ложены молекулярные механизмы, объясняющие 
связь между развитием заболеваний и генети-
ческими полиморфизмами, расположенными в 
регуляторных зонах различных генов: промото-
ре  [25–28], близкорасположенных энхансерных 
областях  [29,  30] и энхансерах, расположенных в 
отдаленных межгенных локусах  [31,  32].

Поиск sQTL в системах с геном-репортером 
обычно затруднен размером исследуемого гена, 
превышающим емкость репортерной плазмиды. 
В  такой ситуации используют так называемые 
репортерные мини-гены. Конструкция мини-гена 
включает в себя фрагмент исследуемого локуса, 
содержащий полиморфизм и достаточный для вос-
произведения природной картины сплайсинга ме-
жду репортерами сплайсинга (как правило, между 
двумя экзонами). Способность исследуемой обла-
сти влиять на эффективность сплайсинга измеря-
ется по экспрессии целевого транскрипта либо в 
ядерном экстракте с помощью количественного 
ПЦР-анализа  (кПЦР), либо в живых клетках, если 
кодируемый мини-геном репортерный белок по-
зволяет это сделать [33]. Так, с помощью репортер-
ного анализа мини-генов были охарактеризованы 
полиморфизмы, регулирующие сплайсинг гена 
субъединицы кальциевого канала  SCN1A, связан-
ного с эпилепсией [34], компонента системы репа-
рации ДНК RAD51C, проявляющего себя в качестве 
онкосупрессора  [35] и ряда других.

ВЫСОКОПРОИЗВОДИТЕЛЬНЫЕ  
РЕПОРТЕРНЫЕ АНАЛИЗЫ

За последнее десятилетие появилось мно-
жество модификаций высокопроизводительных 
репортерных анализов. Их можно классифици-
ровать по регуляторным областям, которые они 
позволяют исследовать, а также по техническим 
особенностям. Так, протокол массового парал-
лельного репортерного анализа (MPRA, Massively 
Parallel Reporter Assay) включает в себя синтез 
последовательностей ДНК (потенциальных энхан-
серов/промоторов, 5′-НТО либо 3′-НТО) с добавле-
нием уникальных баркодов и клонирование этих 
последовательностей в репортерные плазмиды, 
которые затем трансфицируются в типы клеток, 
интересующие исследователей. Анализ активности 
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регуляторных областей происходит с помощью 
высокопроизводительного секвенирования и ко-
личественного определения баркодов, которые 
однозначно определяют конкретную регулятор-
ную последовательность и коррелируют с уров-
нем РНК репортерного гена  [36,  37]. Метод MPRA 
естественным образом подходит не только для из-
учения функциональности регуляторных элемен-
тов, но и для оценки функционального влияния 
их генетических вариантов  [38]. Так, например, с 
помощью метода MPRA был проведен скрининг 
полиморфизмов, расположенных в некодирую-
щих областях генома и ассоциированных с шизо-
френией и с болезнью Альцгеймера. Интересно, 
что из 148  SNP, показавших аллельные различия 
в клетках K562 и  53  – в клетках SK-SY5Y, только 
9  показали аллельные различия в обеих клеточ-
ных линиях, наглядно демонстрируя, что генети-
ческие варианты обычно оказывают свое регуля-
торное действие только в определенных типах 
клеток  [39]. Применение метода MPRA к библио-
теке 5′-НТО генов человека позволило выявить 
45  ассоциированных с заболеваниями аллельных 
вариантов, которые значительно влияют на про-
цесс загрузки мРНК на рибосомы, однако интерес-
но, что для большинства из найденных вариантов 
полученных данных оказалось недостаточно для 
изменения классификации патогенности в базе 
данных Clinvar, а наиболее яркий эффект показали 
3 полиморфизма, которые создавали новый старт-
кодон, то есть влияли на структуру белка  [40]. 
В  другой работе Griesemer в 6  клеточных лини-
ях человека было изучено более 12  000 3′-НТО-
вариантов, ассоциированных с заболеваниями 
человека и/или находящихся под положитель-
ным давлением в человеческой популяции  [41]. 
Оказалось, что несколько сотен из них значимо 
влияли на уровень репортерного транскрипта 
хотя бы в одной клеточной линии и несколько 
десятков совпали с ранее охарактеризованными 
вариантами с каким-либо уровнем клинической 
значимости. Интересно, что лишь для двух SNP, 
находящихся в гене вирусной защиты TRIM14 и в 
гене PILRB, ассоциированном с возрастной маку-
лярной дегенерацией, сочетание новизны и сте-
пени влияния на уровень транскрипта оказалось 
достаточным для проверки гипотезы при помощи 
Cas9-опосредованной замены аллеля в геномном 
контексте  [41]. Технические ограничения метода 
MPRA также включают в себя длину тестируемых 
фрагментов ДНК до  130–230  п.н. и количество те-
стируемых конструкций – до 100–200 тысяч после-
довательностей  [42].

Существуют высокопроизводительные подхо-
ды, в которых используются последовательности, 
полученные из геномной ДНК. Так, метод SuRE 
(Survey of Regulatory Elements) был разработан с 

использованием данных секвенирования гено-
мов клеточных линий, происходящих от четырех 
различных этнических групп, и оптимизирован 
для изучения потенциального влияния однону-
клеотидной замены на активность регуляторных 
элементов  [43]. Случайные фрагменты геномной 
ДНК длиной в несколько сотен  п.н. клонируются 
в репортерную плазмиду без промотора, которая 
при трансфекции в культивируемые клетки про-
дуцирует транскрипт только в том случае, если 
вставленный фрагмент несет функциональный 
сайт начала транскрипции. Так как транскрипты 
могут производить как активные промоторы, так 
и энхансеры, этот метод позволяет анализировать 
активность обоих типов регуляторных элемен-
тов. Как и в методе MPRA, транскрипты анали-
зируются с помощью высокопроизводительного 
секвенирования и количественно оцениваются с 
использованием баркода, уникального для каж-
дого изучаемого геномного фрагмента. Такой под-
ход позволяет протестировать активность регуля-
торных элементов, содержащих альтернативные 
аллели нескольких миллионов различных SNP 
(то  есть большинства из известных).

Еще один метод, позволяющий идентифициро-
вать raQTL – High-resolution Dissection of Regulatory 
Activity (HiDRA)  [42]  – также использует фрагмен-
тацию геномной ДНК и представляет собой ком-
бинацию подходов ATAC-seq и STARR-seq. ATAC-seq 
(Assay for Transposase-Accessible Chromatin using se
quencing) позволяет обогатить образцы доступным  
для транспозазы, т.е. открытым, хроматином, в то 
время как STARR-seq (Self-Transcribing Active Reg- 
ulatory Region sequencing) представляет собой ре-
портерный анализ, в ходе которого предполагае-
мые регуляторные элементы (способные повышать 
транскрипционную активность репортера) клони-
руются в 3′-НТО гена-репортера и, таким образом, 
способствуют собственной транскрипции. Затем 
активные последовательности ДНК идентифици-
руют и количественно оценивают с помощью вы-
сокопроизводительного секвенирования РНК [44]. 
Так, с помощью HiDRA в локусе гена  IKZF3 был 
найден драйверный элемент длиной 76 п.н., вклю-
чающий в себя rs12946510, который ассоциирован 
с рассеянным склерозом, что позволяет выделить 
этот SNP в качестве потенциально функциональ-
ного  [42]. Действительно, при дальнейшем функ-
циональном тестировании было показано, что 
присутствие рискового аллеля rs12946510 снижало 
активацию Т-хелперов и экспрессию генов IKZF3 и 
ORMDL3 [45]. Важным этапом обработки результа-
тов каждого из описанных высокопроизводитель-
ных методов является использование вероятност-
ных математических моделей, таких, например, 
как алгоритм SHARPR-RE (Systematic High-resolution 
Activation and Repression Prediction from Reporter 
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assays with Random Endpoints)  [46], для анализа 
наложения последовательностей и оценки влия-
ния конкретных нуклеотидов на активность этих 
последовательностей.

К высокопроизводительным репортерным 
анализам полиморфных вариантов относится ме
тод MaPSY (Massively Parallel Splicing Assay)  [47], 
который был использован для изучения наруше-
ний сплайсинга при расстройствах аутистиче-
ского спектра. По  результатам скрининга были 
охарактеризованы генетические варианты в генах 
TNRC6C, MAPK8IP1 и USP45 и показано, что белки 
семейства  TNRC6 могут увеличивать риск разви-
тия аутизма  [48]. Недавно был предложен метод 
Cre-зависимого MPRA in vivo для функционального 
анализа библиотеки 3′-НТО с генетическими ва-
риантами, ассоциированными с аутизмом. Коли-
чественная оценка транскриптов в зависимости 
от активности регуляторного элемента осущест-
влялась в определенных типах нейронов за счет 
трансдукции библиотек в ткани мозга мышей с 
тканеспецифической экспрессией Cre-рекомбина-
зы. Этот метод позволяет изучить регуляторный 
эффект в более релевантном клеточном контексте, 
поскольку нейроны имеют совершенно другую 
экспрессию транс-действующих факторов (напри-
мер, ТФ и микроРНК), чем клеточные линии  [49].

Главное ограничение методов, основанных 
на репортерных тестах, состоит в отсутствии 
релевантного хроматинового контекста, который 
сопровождает регуляторный элемент в нативном 
геноме. Отчасти это ограничение снимается в ме-
тоде lentiMPRA, когда библиотека с исследуемыми 
регуляторными элементами создается в лентиви-
русном векторе, который интегрируется в геном, 
обеспечивая анализ транскрипции внутри хрома-
тинового контекста  [50].

ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ  
ГЕНЕТИЧЕСКИХ ПОЛИМОРФИЗМОВ  

В НАТИВНОМ ГЕНОМНОМ КОНТЕКСТЕ

Говоря о влиянии генетических вариантов 
на патогенез заболевания, важно учитывать 
контекст хроматина, который, в свою очередь, 
различается у разных типов и функциональных 
состояний клеток. Картирование eQTL само по 
себе позволяет связать конкретный генотип с из-
менением уровней мРНК потенциальных генов-
мишеней в нативном геномном контексте, в том 
числе тканеспецифично [51, 52]. Функциональная 
связь генов с регуляторными локусами, находя-
щимися на расстоянии от них, может быть най-
дена с помощью определения трехмерной орга-
низации хроматина такими методами, как Hi-C 
(high-throughput chromosome conformation capture), 

ChIA-PET (chromatin interaction analysis with paired-
end tag sequencing) и их модификациями  [53,  54]. 
Сопоставление трехмерных тканеспецифических 
геномных карт с болезнь-ассоциированными ре-
гуляторными SNP позволяет идентифицировать 
наиболее вероятные гены-участники патогенеза. 
Наиболее точным методом проверки построен-
ных таким образом гипотез является редакти-
рование генома и получение клеток с нужными 
комбинациями вариантов. Точное и эффективное 
редактирование отдельных нуклеотидов в геноме 
человека стало трудновыполнимой, но реальной 
задачей благодаря РНК-программируемым бак-
териальным нуклеазам, найденным в системе 
CRISPR  (clustered regularly interspaced short palin
dromic repeats)-Cas  [55]. Двухцепочечный разрыв 
ДНК (ДЦР), индуцированный в целевом сайте нук-
леазой  Cas9 из Streptococcus pyogenes (наиболее 
популярным на настоящий момент геномным 
редактором), запускает клеточные механизмы 
репарации ДНК, в том числе гомологически на-
правленную репарацию HDR  [56], которая задей-
ствована в методах семейства CRISPR-HDR, когда 
восстановление целевого участка происходит в 
присутствии гомологичной последовательности 
ДНК, содержащей нужный аллельный вариант.

Данный метод, использованный во многих ра-
ботах по изучению полиморфизмов [57,  58], имеет 
существенное ограничение по эффективности, так 
как у млекопитающих репарация ДЦР преимуще-
ственно происходит с помощью негомологическо-
го соединения концов (NHEJ)  [59]. Исходя из этих 
особенностей, редактирование CRISPR-HDR требует 
больших усилий и может приводить к наруше-
ниям экспрессии близлежащих генов [45]. Другим  
подходом к точному редактированию генома, 
хорошо проявляющим себя в подходящем нук-
леотидном контексте, является редактирование 
азотистых оснований (BE, base editing) с помощью 
каталитически неактивной  dCas9 (dead  Cas9) или  
Cas9 с никазной активностью  (nCas9), слитой с 
ферментом дезаминазой. В  зависимости от спе-
цифичности фермента выделяют цитозиновые 
(преобразуют C•G в T•A) и адениновые (A•T в G•C) 
редакторы, а также редактор с цитидиндезами-
назой и урацил-ДНК-гликозилазой (преобразуют 
C•G в G•C)  [60–63]. Так, с помощью технологии 
цитозинового редактора был исследован поли-
морфизм rs12603332, ассоциированный с риском 
развития астмы, и показано его влияние на экс-
прессию генов регулятора биосинтеза сфинголи-
пидов ORMDL3 и модулятора клеточного ответа 
на стресс ATF6α в Т-клеточной линии Jurkat  [64].  
Благодаря отсутствию этапа образования ДЦР 
метод BE является более безопасным для клеток, 
чем CRISPR-HDR, однако он имеет ограничения в 
плане активности ферментов и нецелевого редак-
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тирования близлежащих нуклеотидов [60,  61]. Еще 
один недавно разработанный перспективный под-
ход к редактированию генома  – праймированное 
редактирование (prime editing). Редактор основан 
на мутантной нуклеазе Cas9, вносящей одноцепо-
чечные разрывы (nCas9), слитой с обратной тран-
скриптазой (MMLV  RT), и использует модифици-
рованную направляющую РНК (pegRNA), которая 
одновременно определяет целевой сайт для nCas9, 
выступает в роли праймера для MMLV  RT и явля-
ется РНК-матрицей для синтеза новой последо-
вательности  ДНК. Отредактированная цепь ДНК 
затем включается в геном посредством эндоген-
ных клеточных процессов  [65].

Благодаря высокой точности редактирования 
и более широкой, чем у стандартных редакторов 
оснований, области применения, праймирован-
ное редактирование имеет большой потенциал 
для работы с однонуклеотидными полимор-
физмами. С  помощью однонуклеотидных замен 
осуществляют направленную эволюцию, при-
меняемую в селекции сельскохозяйственных куль-
тур  [66,  67]. В  мышиных моделях была показана 
низкая внецелевая активность праймированного 
редактирования при изменении варианта некоди-
рующего полиморфизма в сравнении CRISPR-HDR-
методом [68]. Также с помощью Prime-редактирова-
ния в миобластах человека была скорректирована 
мутация в белок-кодирующей части гена кальцие-
вого канала  RYR1, связанная с двигательными 
нарушениями  [69]. Основным принципиальным 
ограничением метода праймированного редакти-
рования является большой размер и сложности с 
доставкой редактора в клетки  [70]. При построе-
нии систем для высокопроизводительного скри-
нинга проблема доставки может быть решена при 
помощи лентивирусной трансдукции целевых 
клеток конструктами, кодирующими редактор и 
pegRNA. Последующее культивирование клеток 
в течение нескольких недель позволяет достичь 
эффективности редактирования, достаточной для 
исследования функционального эффекта сотен и 
даже тысяч однонуклеотидных замен в одном экс-
перименте  [71].

ИДЕНТИФИКАЦИЯ  
ТРАНСКРИПЦИОННЫХ ФАКТОРОВ,  

ОПОСРЕДУЮЩИХ АЛЛЕЛЬ-СПЕЦИФИЧЕСКУЮ 
РАЗНИЦУ АКТИВНОСТИ  

РЕГУЛЯТОРНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ

Определение различных типов QTL  (eQTL, 
raQTL и  т.д.) не дает информации о конкретном 
молекулярном механизме, на который влияет 
определенный генетический вариант, поэтому 
остается актуальной дальнейшая функциональная 

аннотация. Как упоминалось ранее, к механизмам 
влияния полиморфизмов на функции регулятор-
ного элемента относятся изменения свойств про-
моторных и энхансерных областей, 5′-НТО и 3′-НТО, 
нкРНК, а также нарушения сплайсинга. Наиболее 
изученной причиной зависимости свойств регуля-
торных элементов от располагающихся в них SNP 
является способность однонуклеотидной замены 
влиять на сродство к функциональному тран-
скрипционному фактору.

Существуют разнообразные in  silico подходы 
для предсказания предпочтительных мотивов 
связывания  ТФ, в большинстве случаев основан-
ные на позиционных весовых матрицах (PWM, 
Positional Weight Matrix), формируемых с помощью 
множественного выравнивания ТФ-связывающих 
последовательностей  [72,  73]. В  свою очередь, ин-
формация о конкретных ТФ-связывающих после-
довательностях может быть получена с помощью 
высокопроизводительных методов полногеном-
ного картирования сайтов связывания in  vivo, 
например, основанных на иммунопреципитации 
хроматина  ChIP (Chromatin Immunoprecipitation) 
или на высокопроизводительном HT-SELEX (high- 
throughput systematic evolution of ligands by expo
nential enrichment) для отбора последовательно-
стей связывания ТФ in  vitro  [74]. Для идентифика-
ции последовательностей генома, связанных со 
специфическими белками в их нативном хромати-
новом контексте, используют метод ChIP-seq, соче-
тающий в себе иммунопреципитацию хроматина 
с последующим высокопроизводительным секве-
нированием ДНК  [75]. Последовательности, опти-
мальные для связывания определенного  ТФ (воз-
можно, не существующие в природе), ищут при 
помощи SELEX-семейства методик обогащения биб-
лиотек случайно сгенерированных олигонуклео-
тидов специфическими последовательностями с 
высоким сродством к данному ТФ  [76]. К  широко 
известным базам данных, основанных на методе 
PWM, относятся TRANSFAC  [77], HOCOMOCO  [78], 
JASPAR  [79], HOMER  [80], iRegulon  [81] и  др. Био-
информатические приложения позволяют оцени-
вать потенциальное изменение силы связывания 
ТФ в зависимости от варианта полиморфизма. 
Эффективность аллель-специфического связыва-
ния  ТФ может быть оценена непосредственно по 
данным ChIP-Seq, если глубина секвенирования 
позволяет обнаружить статистически значимые 
отклонения в частотах альтернативных алле-
лей SNP в сайте связывания  [82,  83]. Комбинация 
ChIP с количественным определением аллелей, 
ChIP-AS-qPCR  (ChIP-based allele-specific quantitative 
PCR), позволяет измерить влияние аллельных 
вариантов на эффективность связывания ТФ в 
живой клетке  [57]. Был предложен высокопро-
изводительный вариант анализа связывания ТФ 
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с полиморфизмами регуляторных областей SNP-
SELEX на основе HT-SELEX. Этот метод позволяет 
анализировать влияние порядка 100  000 аллель-
ных вариантов потенциально регуляторных SNP 
(GWAS-аннотированных) на связывание несколь-
ких сотен ТФ [84]. К экспериментальным подходам 
идентификации ТФ можно также отнести класси-
ческий метод анализа ДНК-белковых взаимодей-
ствий, основанный на сдвиге электрофоретиче-
ской подвижности – EMSA (electrophoretic mobility 
shift assay). В процессе EMSA происходит специфи-
ческое связывание исследуемых белков с меченой 
олигонуклеотидной пробой с последующим ана-
лизом подвижности таких фрагментов при элек-
трофорезе в полиакриламидном геле в нативных 
условиях, причем количество образующегося ком-
плекса позволяет оценить относительную силу 
связывания  [85]. Специфичность определения 
белковых компонентов в комплексах достигается 
путем добавления антитела к конкретному белку 
в реакции: EMSA–supershift [86]. Также существуют 
высокопроизводительные методы анализа боль-
шого количества SNP на предмет влияния аллель-
ных вариантов на связывание ТФ, основанные на 
инкубации SNP-содержащих олигонуклеотидов 
с ядерным экстрактом из интересующего типа 
клеток, с последующим анализом обогащенных 
библиотек c помощью секвенирования; к таким 
методам относятся SNPs-Seq  [57] и Reel-Seq  [87]. 
Ни один из этих методов сам по себе не позволяет 
установить, какой ТФ связывается с конкретным 
аллельным вариантом, однако такая информация 
может быть получена с помощью масс-спектро-
метрии и/или с использованием очищенного  ТФ 
вместо ядерного экстракта  [24,  88].

Среди удобных биоинформатических баз дан-
ных для точечного анализа интересующего SNP 

можно выделить онлайн-ресурс PERFECTOS-ARE 
https://opera.autosome.org/perfectosape  [76], в кото-
ром собраны предсказанные мотивы сайтов свя-
зывания ТФ из ряда баз данных: HOCOMOCO  [78], 
JASPAR [79], HT-SELEX [89] и других. Другой биоин-
форматический ресурс, ADASTRA [82], содержащий 
обширные данные об аллель-специфическом свя-
зывании ТФ с аллельными вариантами в разных 
типах клеток, базируется на данных HOCOMOCO 
и SPRy-SARUS  [90], а также на аллель-специфич-
ных данных ДНКазного футпринтинга [91]. Ресурс 
ANANASTRA  [92], построенный на основе систе-
матического анализа аллельного дисбаланса в 
экспериментах ChIP-Seq, позволяет аннотировать 
большое количество генетических вариантов па-
раллельно.

В качестве примеров использования такой 
аннотации можно привести функциональную 
характеристику SNP rs7873784 и rs71327024, рас-
положенных в регуляторных областях генов TLR4 
и CXCR6 соответственно  [13,  31]. По  результатам 
GWAS для обоих SNP была показана ассоциация 
с заболеваниями: минорный С-аллель rs7873784 
ассоциирован с ревматоидным артритом, а минор-
ный Т-аллель rs71327024 ассоциирован с тяжелым 
течением COVID-19. Репортерные тесты показали, 
что оба SNP являются raQTL, поэтому с помощью 
биоинформатического анализа были найдены 
релевантные для соответствующих типов кле-
ток  ТФ PU.1  (rs7873784) и c-Myb  (rs71327024), ал-
лель-зависимо связывающиеся с сайтами, содер-
жащими  SNP. Для подтверждения этой гипотезы 
был проведен генетический нокдаун ТФ с исполь-
зованием малых интерферирующих РНК (siRNA) и 
метод иммунопреципитации «ДНК pull-down» [93]. 
Последний метод включает в себя инкубацию 
олигонуклеотидов, содержащих альтернативные 

Рис.  2. Методы определения функциональных транскрипционных факторов, аллель-специфически связыва-
ющихся с областью полиморфизма (изображение сделано с помощью BioRender.com)

https://opera.autosome.org/perfectosape
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варианты SNP, с ядерным экстрактом из релевант-
ных клеток, иммунопреципитацию специфиче-
скими антителами к предсказанному ТФ и после-
дующую количественную оценку обогащенных 
олигонуклеотидов. Описанные методы определе-
ния транскрипционных факторов, эффективность 
связывания которых зависит от аллеля полимор-
физма, представлены  на  рис.  2.

Благодаря постоянно растущему объему дан-
ных и современным моделям машинного обуче-
ния, биоинформатические расчеты позволяют со 
все большей точностью аннотировать кандидат-
ные  ТФ, аллель-специфически связывающиеся с 
областью SNP  [94–96]. Однако клиническая вали-
дация и тем более использование этих данных в 
диагностике и, возможно, в терапии заболеваний 
возможны только после экспериментального под-
тверждения в разных типах клеток в релевантном 
функциональном контексте.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время благодаря метаанализу 
большого количества экспериментальных дан-
ных создаются биоинформатические приложения 
для поиска наиболее вероятных функциональных 
генетических вариантов, а также предсказания 
конкретных механизмов их влияния на патогенез 
заболеваний. Подавляющая часть генетических 
вариантов располагается в некодирующих обла-
стях генома и влияет на функционирование генов 

за счет регуляции их экспрессии. Такая регуляция 
может широко варьироваться в зависимости от 
типа клеток и их функционального состояния, 
что не всегда учитывается в in  silico подходах, 
допускающих статистические обобщения. В  свя-
зи с этим остается актуальной необходимость 
в разносторонних экспериментальных методах 
характеристики конкретных генетических вари-
антов. Наиболее информативным способом изуче-
ния влияния генетических вариантов на фенотип 
является создание точных генетических моделей 
с помощью технологий редактирования генома. 
Однако из-за сложности процедуры точного редак-
тирования по-прежнему сохраняет актуальность 
предварительная характеристика исследуемых 
аллельных вариантов с использованием репор-
терных тестов.
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Currently, numerous associations between genetic polymorphisms and various diseases have been 
characterized through Genome-Wide Association Studies. The majority of clinically significant poly-
morphisms are localized in non-coding regions of the genome. While modern bioinformatic resources 
make it possible to predict molecular mechanisms that explain the influence of non-coding polymor-
phisms on gene expression, such hypotheses require experimental verification. This review discusses 
the methods for elucidating the molecular mechanisms underlying the dependence of disease patho-
genesis on specific genetic variants within non-coding sequences. A particular focus is on the methods 
to identify the transcription factors with binding efficiency contingent upon polymorphic variations. 
Despite remarkable progress in the bioinformatic resources enabling the prediction of the impact of 
polymorphisms on disease pathogenesis, the imperative for experimental approaches to this inquiry 
still persists.
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