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Аннотация. Однонуклеотидные замены, также называемые однонуклеотидными полиморфизмами (single nucleo-
tide polymorphism, SNP), – это наиболее распространенный тип вариаций генома человека. Подавляющая часть вы-
явленных в геноме человека SNP не оказывает какого-либо воздействия на молекулярный фенотип, однако неко-
торые способны приводить к изменению функции гена или уровня его экспрессии. В то же время большинство SNP, 
ассоциированных с некими признаками или патологиями, картируются в регуляторных областях генома, изменяют 
потенциальные сайты связывания транскрипционных факторов и, соответственно, могут влияют на экспрессию ге-
нов. В последние десятилетия значительные усилия были направлены на поиск таких регуляторных SNP (rSNP), а так-
же на понимание механизмов, посредством которых они приводят к фенотипическим различиям, в первую очередь 
к разной предрасположенности к заболеваниям и индивидуальной чувствительности к лекарственным препаратам. 
Развитие технологии NGS (next generation sequencing) способствовало не только выявлению огромного количества 
SNP и поиску их ассоциации (genome wide association studies, GWAS) с некими заболеваниями или фенотипическими 
проявлениями, но и развитию более производительных подходов для их функциональной аннотации. Стоит отме-
тить, что наличие ассоциации не позволяет выделить функциональный, действительно связанный с болезнью ва-
риант последовательности ДНК из множества маркерных, которые выявляются за счет неравновесия по сцеплению. 
Более того, установление ассоциаций генетических вариантов с заболеванием не дает сведений о функциональ-
ности этих вариантов, что необходимо для выяснения молекулярных механизмов развития патологии и разработки 
эффективных методов ее лечения и профилактики. В связи с этим функциональный анализ SNP, аннотированных в 
GWAS каталоге, как на полногеномном уровне, так и на уровне отдельных SNP в последние годы стал особенно акту-
альным. В настоящее время активно развивается полногеномный поиск потенциально регуляторных SNP без каких- 
либо предварительных знаний об их ассоциации с признаком. Так, картирование локусов количественных призна-
ков экспрессии (eQTL, expression quantitative trait loci) позволяет выявить SNP, для которого в транскриптомах гомо-
зигот по разным его аллелям, а также гетерозигот наблюдаются различия в уровне экспрессии неких генов, причем 
как близко расположенных, так и на значительном удалении. Для предсказания регуляторных SNP используют также 
подходы, основанные на поиске аллель-специфических событий в данных RNA-seq, ChIP-seq, DNase-seq, ATAC- seq, 
MPRA и т. д. Однако для более полной характеристики таких rSNP необходимо устанавливать их ассоциацию с при-
знаком, в частности с предрасположенностью к некой патологии или с чувствительностью к лекарственным пре-
паратам. Таким образом, именно комплексное использование двух основанных на противоположных принципах 
подходов к поиску значимых для развития признака (патологии) SNP: с одной стороны, исходящего из данных по 
ассоциации SNP с неким признаком, а с другой стороны, идущего от определения аллель-специфичных изменений 
на молекулярном уровне (в транскриптоме или регуломе) – существенно обогащает картину наших знаний о роли 
генетических детерминант в молекулярных механизмах формирования признаков, включая предрасположенность 
к многофакторным заболеваниям.
Ключевые слова: регуляторный однонуклеотидный полиморфизм; сайты связывания транскрипционных факторов; 
экспрессия генов; полногеномные исследования.
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Abstract. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are the most common type of variation in the human genome. The vast 
majority of SNPs identified in the human genome do not have any effect on the phenotype; however, some can lead to 
changes in the function of a gene or the level of its expression. Most SNPs associated with certain traits or pathologies are 
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mapped to regulatory regions of the genome and affect gene expression by changing transcription factor binding sites. In 
recent decades, substantial effort has been invested in searching for such regulatory SNPs (rSNPs) and understanding the 
mechanisms by which they lead to phenotypic differences, primarily to individual differences in susceptibility to di seases 
and in sensitivity to drugs. The development of the NGS (next-generation sequencing) technology has contributed not only 
to the identification of a huge number of SNPs and to the search for their association (genome-wide association studies, 
GWASs) with certain diseases or phenotypic manifestations, but also to the development of more productive approaches 
to their functional annotation. It should be noted that the presence of an association does not allow one to identify a 
functional, truly disease-associated DNA sequence variant among multiple marker SNPs that are detected due to linkage 
disequilibrium. Moreover, determination of associations of genetic variants with a disease does not provide information 
about the functionality of these variants, which is necessary to elucidate the molecular mechanisms of the development of 
pathology and to design effective methods for its treatment and prevention. In this regard, the functional analysis of SNPs 
annotated in the GWAS catalog, both at the genome-wide level and at the level of individual SNPs, became especially rele-
vant in recent years. A genome-wide search for potential rSNPs is possible without any prior knowledge of their association 
with a trait. Thus, mapping expression quantitative trait loci (eQTLs) makes it possible to identify an SNP for which – among 
transcriptomes of homozygotes and heterozygotes for its various alleles – there are differences in the expression level of 
certain genes, which can be located at various distances from the SNP. To predict rSNPs, approaches based on searches for 
allele-specific events in RNA-seq, ChIP-seq, DNase-seq, ATAC-seq, MPRA, and other data are also used. Nonetheless, for a 
more complete functional annotation of such rSNPs, it is necessary to establish their association with a trait, in particular, 
with a predisposition to a certain pathology or sensitivity to drugs. Thus, approaches to finding SNPs important for the 
development of a trait can be categorized into two groups: (1) starting from data on an association of SNPs with a certain 
trait, (2) starting from the determination of allele-specific changes at the molecular level (in a transcriptome or regulome). 
Only comprehensive use of strategically different approaches can considerably enrich our knowledge about the role of 
genetic determinants in the molecular mechanisms of trait formation, including predisposition to multifactorial diseases.
Key words: regulatory single-nucleotide polymorphism; transcription factor-binding sites; gene expression; genome-wide 
studies.
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Введение
Одной из основных задач генетики человека является 
выяснение механизмов, посредством которых вариации 
генома приводят к фенотипическим различиям, в первую 
очередь к разной предрасположенности к заболеваниям 
и индивидуальной чувствительности к лекарственным 
препаратам. Однонуклеотидные замены (SNP) – наиболее 
распространенный тип вариаций генома (Chanock, 2001). 
В настоящее время благодаря развитию технологий NGS 
(next generation sequencing) в базе dbSNP (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_summary.cgi) (Sherry et al., 
2001) зарегистрировано свыше 950 млн SNP в геноме че-
ловека, причем более 90 % от общего числа приходится на 
долю редких, с частотой встречаемости менее 1 %. Пред-
ставляется маловероятным, что вся масса обнаруженных 
вариаций может иметь значение для фенотипа, но какая-то 
их часть, безусловно, является генетической основой фе-
нотипических проявлений, включая предрасположенность 
к различным заболеваниям. В последние десятилетия на 
поиск таких SNP были направлены значительные усилия.

Доминирующим подходом к идентификации связан-
ных с признаком однонуклеотидных замен, стартовав-
шим еще в 1980-х гг., было определение ассоциации с за-
болеваниями для SNP, обнаруженных в генах-кандидатах 
(Lander, Schork, 1994; Ring, Kroetz, 2002). Как правило, 
исследовались лишь SNP, затрагивающие белок-кодирую-
щую часть гена (Cooper, 1998). Несколько позже возник 
интерес к выяснению функциональности вариантов, рас-
положенных в некодирующих районах генов, т. е. к опре-
делению влияния таких вариантов на некий молекуляр-
ный фенотип. В частности, было показано, что такие SNP 
затрагивают сайты связывания транскрипционных фак-
торов (CCТФ), что приводит к изменению экспрессии 

соответствующих генов (Ludlow et al., 1996; Piedrafita et 
al., 1996; Knight et al., 1999; Vasiliev et al., 1999). Однако 
эти малочисленные функциональные исследования оста-
вались почти незаметными на фоне огромного вала работ 
по выявлению ассоциаций. 

Масштабы обнаружения связанных с заболеваниями 
SNP резко возросли с внедрением в середине 2000- х гг. тех-
нологии GWAS (genome wide association study) (рис. 1, a),  
которая основана на непредвзятом, не исходящем из 
каких-либо представлений о формировании признака 
принципе выявления ассоциированных с ним SNP в 
масштабе генома (Visscher et al., 2012; Tam et al., 2019). 
К настоящему времени с помощью GWAS найдено уже 
более 72 тыс. ассоциаций генетических вариантов с при-
знаками (GWAS Catalog, https://www.ebi.ac.uk/gwas/), что 
позволило выявить много новых генов и генных систем, 
связанных с предрасположенностью к различным болез-
ням (Buniello et al., 2019; Tam et al., 2019; Claussnitzer et 
al., 2020).

Однако технология GWAS не дает никакой информа-
ции о функциональности обнаруженных вариантов, что 
сильно затрудняет выяснение молекулярных механизмов, 
лежащих в основе развития патологии, и, как следствие, 
разработку эффективных методов ее лечения и профи-
лактики. Помимо того, по результатам GWAS почти не-
возможно отличить действительно связанный с болезнью 
вариант от множества маркерных, которые выявляются 
за счет неравновесия по сцеплению (Lappalainen, 2015; 
Tam et al., 2019; Zhao et al., 2020). Известно также, что 
большинство обнаруженных с помощью GWAS SNP рас-
полагается в некодирующей части генома и, как правило, 
в его регуляторных районах (промоторах, энхансерах 
и т. д.) (Hindorff et al., 2009; Maurano et al., 2012; Bryzgalov 
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et al., 2013; Farh et al., 2015), что предполагает их влияние 
на связывание транскрипционных факторов (ТФ) и экс-
прессию генов. Таким образом, стала очевидной необхо-
димость проведения исследований, посвященных функ-
циональной интерпретации данных GWAS как на уровне 
отдельных потенциально регуляторных SNP (rSNP), так 
и на массовом уровне. Кроме того, поскольку технология 
GWAS сильно занижает число выявленных ассоциаций по 
сравнению с реально существующими в силу необходи-
мости применения жестких порогов при статистической 
обработке (Tam et al., 2019), возникло осознание необ-
ходимости разработки независимых от GWAS масштаб-
ных функциональных подходов к поиску rSNP (Westra, 
Franke, 2014; Maurano et al., 2015; Cavalli et al., 2016b; 
Korbolina et al., 2018).

Из полногеномных функциональных подходов пер-
вым стал (почти одновременно с началом применения 
технологии GWAS) eQTL анализ (см. рис. 1, б ), который, 
опираясь на данные транскриптомов (ранее использо-
вались данные микрочипового анализа, затем данные 
РНК-секвенирования, RNA-seq), определяет для каждого 
SNP разницу в уровне экспрессии отдельных генов у 
гомозигот по разным аллелям этого SNP, а также его ге-
терозигот (Westra, Franke, 2014; GTEx Consortium, 2020). 
Несколько позднее были разработаны методы поиска 
аллель-специфичных событий как в данных RNA-seq 
(аллель-специфичные события экспрессии, ASE) (см. 
рис. 1, в) (Castel et al., 2020; Fan et al., 2020), так и в данных 
ChIP-seq, DNase-seq и ATAC-seq (аллель-специфичные 
события связывания, ASB) (см. рис. 1, г) (Maurano et al., 
2015; Cavalli et al., 2016a, b; Xu et al., 2020; Korbolina et 
al., 2021). К числу массовых функциональных подходов 
относятся также MPRA (massively parallel reporter as say), 
SNP-seq, and SNP-SELEX (Zhang et al., 2018; Lu et al., 
2021; Yan et al., 2021).

В начале настоящего обзора на примерах современных 
работ рассмотрены rSNP, связанные с развитием патоло-
гий по данным GWAS и подробно охарактеризованные 
как влияющие на взаимодействие с ТФ и экспрессию 
близ лежащих или удаленных генов. Затем описано при-
менение подходов функциональной геномики для интер-
претации данных GWAS, а также для независимого от 
GWAS поиска новых регуляторных вариантов. По ходу 
изложения показаны сильные и слабые стороны этих 
подходов и важность комплексного применения GWAS и 
методов функциональной геномики для выяснения роли 
SNP в молекулярных нарушениях, лежащих в основе 
развития патологии.

Функциональная интерпретация данных GWAS 
на уровне отдельных rSNP
Для функционального изучения отдельных потенциаль-
ных rSNP используется широкий спектр эксперимен-
тальных методов. На первых этапах обычно применяют 
классические: метод задержки ДНК-пробы в геле белка-
ми ядерного экстракта (electrophoretic mobility shift assay, 
EMSA) и репортерный анализ (анализ экспрессии репор-
терного гена под контролем аллельных вариантов района 
расположения SNP), которые позволяют зарегистриро-
вать факт влияния SNP на связывание некого ТФ или на 
экспрессию репортерного гена соответственно (An ton tse- 
va et al., 2015; Fang et al., 2017). С целью идентификации 
ТФ, сайты связывания которых затрагивает замена ну-
клеотида, проводится EMSA с использованием соответ-
ствующих антител или очищенных ТФ (Piedrafita et al., 
1996; Knight et al., 1999; Vasiliev et al., 1999; Jiang et al., 
2020), иммунопреципитация хроматина с детекцией ал-
лель-асимметрии в продукте ПЦР (ChIP-AS-qPCR) (Gao 
et al., 2018; Choi et al., 2020; Thynn et al., 2020; Protze et 
al., 2022) и масс-спектрометрический анализ белков, вы-
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Рис. 1. Полногеномные подходы для анализа SNP.
a – принцип GWAS исследований; б – схема eQTL анализа для каждого SNP; в, г – поиск аллель-специфичных событий: в – экспрес-
сии (ASE), г – связывания (ASB).
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деленных из комплексов с олигонуклеотидами, содержа-
щими альтернативные аллели (Fang et al., 2017; Liu D. et 
al., 2018; Choi et al., 2020). 

Влияние нуклеотидной замены в идентифицированных 
ССТФ на их потенциальные гены-мишени подтверждают 
в экспериментах с подавлением или искусственным усиле-
нием экспрессии генов соответствующих ТФ или же путем 
изучения эффекта точковых мутаций, внесенных в ССТФ 
с помощью технологии CRISPR/Cas9 (Prestel et al., 2019; 
Gutierrez-Arcelus et al., 2020; Pan et al., 2020; Thynn et al., 
2020; Wang Y. et al., 2020; Wang X. et al., 2021). В последнее 
время все более популярным подходом в этом направле-
нии исследований SNP становится также определение 
аллельного дисбаланса экспрессии для SNP, попадающих 
в транскрибируемые области генов. Однако стоит от-
метить, что такой SNP может быть как непосредственно 
регуляторным (Syddall et al., 2013; Klein et al., 2019), так 
и маркерным, находящимся в группе сцепления с rSNP, 
расположенным в нетранскрибируемом районе (Fang et 
al., 2017; Li X.-X. et al., 2019; Peng et al., 2020).

В современных исследованиях используются различ-
ные сочетания перечисленных методов, что хорошо ил-
люстрируют приведенные ниже примеры. 

rs36115365
Хрестоматийным примером хорошо изученного rSNP яв-
ляется rs36115365 (G/C), расположенный в локусе, свя-
занном, по данным GWAS, с различными типами рака 
(chr5p15.33 – район 2). Корреляционный анализ выявил 
в этом локусе девять SNP (r2 > 0.60, 1000G EUR popula-
tion), ассоциированных с развитием рака поджелудоч-
ной железы, герминогенной опухоли яичка, рака легких 
и меланомой. Для скрининга всех девяти SNP на регуля-
торную активность применялись EMSA и репортерный 
анализ, которые проводились на восьми клеточных ли - 
ниях человека (Fang et al., 2017). Использование несколь-
ких клеточных линий – обычная практика подобных 
исследований (Bryzgalov et al., 2013; Boldes et al., 2020), 
направленная на максимально возможный охват собы-
тий взаимодействия ТФ с их сайтами связывания, что 
обусловлено существенными различиями в наборах экс-
прессирующихся ТФ в разных типах клеток (Tobias et al., 
2021). Скрининговые исследования идентифицировали в 
качестве потенциально регуляторного только rs36115365, 
аллель C которого демонстрировал как гораздо лучшее 
связывание с неким белком в EMSA, так и бóльшую ак-
тивацию экспрессии репортерного гена по сравнению с 
алеллем G (Fang et al., 2017).

rs36115365 расположен на расстоянии ~18 т. п. н. выше 
начала гена TERT, кодирующего обратную транскриптазу 
теломеразного комплекса, и на расстоянии ~5 т. п. н. ниже 
конца гена CLPTM1L. Согласно данным ChIP-seq (имму-
нопреципитация хроматина с последующим секвенирова-
нием ДНК из преципитатов) из проекта ENCODE (Moore 
et al., 2020), участок его локализации перекрывается со 
множеством сайтов связывания ТФ и обогащен гисто-
новыми метками активного хроматина, что характерно 
для энхансерных районов. Инактивация этого района с 
помощью siRNA-опосредованного сайленсинга транс-
крипции (Malecová, Morris, 2010) привела к снижению 

экспрессии только гена TERT. Для идентификации ТФ, 
сайт связывания которого изменяется в результате замены 
G на C, была проведена инкубация белков экстрактов ядер 
с олигонуклеотидами, содержащими альтернативные ал-
лели, с последующим масс-спектрометрическим анализом 
связавшихся белков. По результатам анализа полученных 
пептидов детектировались четыре ТФ-кандидата, предпо-
читающих аллель C: ZNF148, VEZF1/ZNF161, ZNF281 и 
ZNF740. С помощью EMSA и специфических антител к 
этим ТФ подтвердился только ZNF148, что впоследствии 
было верифицировано в эксперименте по связыванию 
с очищенным белком ZNF148. Точку поставил siRNA-
опо средованный нокдаун по ZNF148, который привел к 
снижению экспрессии TERT и активности теломеразы, 
а также к уменьшению длины теломер. Таким образом, 
аллель С исправляет сайт связывания ZNF148, усиливает 
экспрессию TERT и, как следствие, увеличивает риск 
канцерогенеза (Fang et al., 2017).

rs174575
Согласно данным GWAS, rs174575 (C/G) связан с повы-
шенным риском развития колоректального рака (Tian et 
al., 2020). Этот SNP расположен в первом интроне гена 
дельта-6-десатуразы (FADS2) на расстоянии +41.5 т. п. н. 
от его старта транскрипции (transcription start-site, TSS) 
и на расстоянии –178.8 т. п. н. от TSS гена длинной не-
кодирующей РНК AP002754.2. Участок локализации 
rs174575 в хроматине обогащен модификациями гисто-
нов, характерными для активных регуляторных районов 
(H3K4me1, H3K4me3, H3K27ac), и, по данным DNase-seq 
(определение участков гиперчувствительности к DNase I), 
а также ATAC-seq (участков, доступных для транспоза-
зы, Assay for Transposase-Accessible Chromatin), соответ-
ст вует открытому хроматину (ENCODE). Предположение 
о регуляторной роли rs174575 подтверждается данными 
eQTL анализа, показавшими связь аллеля G с повышен-
ным уровнем экспрессии FADS2 и AP002754.2.

Компьютерное исследование ДНК-мотивов с исполь-
зованием ресурсов Cistrome (Zheng et al., 2019) и JASPAR 
(Fornes et al., 2020) обнаружило, что в случае rs174575 
замена G на C приводит к повреждению сайта связывания 
ТФ E2F1, а данные ChIP-seq из ENCODE, полученные на 
клетках колоректального рака LoVo, показали, что E2F1 
картируется в области локализации данного SNP. Кросс-
конкурентный EMSA подтвердил лучшее связывание 
некого белка ядерного экстракта с G аллелем, а то, что 
этот белок – E2F1, показал ChIP-qPCR с соответствующи-
ми антителами. Так, в клеточных линиях с различными 
генотипами: HCT116 (CG), SNU-C1 (CG) и HT115 (CC), 
наблюдалось более сильное связывание E2F1 в клетках, 
несущих аллель G. Исследование с использованием ре-
портерных конструкций тоже подтвердило более высо-
кую энхансерную активность фрагмента, содержащего 
аллель G (Tian et al., 2020).

Непосредственный контакт между областью, содер-
жащей rs174575, и промоторами FADS2 и AP002754.2 
был установлен с помощью метода захвата конформации 
хромосомы (3С). При этом взаимодействие было гораздо 
более выраженным в клеточных линиях, содержащих ал-
лель G. Дальнейшие эксперименты показали, что сверх-
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экспрессия AP002754.2 резко увеличивает уровень экс-
прессии FADS2 в клетках HCT116 и LoVo, а нокдаун 
AP002754.2 с помощью микроРНК приводит к снижению 
уровня экспрессии этого гена, что указывает на стиму-
лирующую роль AP002754.2 в регуляции гена FADS2. 
Показано, что сверхэкспрессия FADS2 и AP002754.2 
существенно увеличивает скорость пролиферации клеток 
HCT116 и LoVo, а нокдаун FADS2 или AP002754.2 заметно 
ее снижает. Также сверхэкспрессия FADS2 и AP002754.2 
ускоряет рост опухоли в экспериментах in vivo на мышах. 
Известно, что продукт гена FADS2 – ключевой фермент 
в биосинтезе полиненасыщенных жирных кислот, вклю-
чая арахидоновую кислоту, которая, в свою очередь, 
является предшественником простагландина E2 (PGE2), 
способствующего росту опухоли и метастазированию. 
Та ким образом, rs174575 действует как аллель-специфи-
ческий энхансер, стимулирующий транскрипцию FADS2 
и AP002754.2, что приводит к повышенному риску раз-
вития колоректального рака в случае аллеля G (Tian et  
al., 2020).

rs4903064
Согласно данным GWAS, rs4903064 (T/C) связан с по-
чечно-клеточным раком (ПКР), наиболее частым видом 
рака почки (Scelo et al., 2017). Он расположен в третьем 
интроне гена DPF3, который кодирует белок подсемейства 
BAF комплекса ремоделирования хроматина SWI/SNF. 
Показано преобладание аллеля С rs4903064 в образцах 
опухолевых тканей пациентов с диагнозом «светлоклеточ-
ный ПКР» по сравнению с нормальными тканями почки, 
а также с опухолевой тканью лиц с папиллярным ПКР и 
хромофобным ПКР. При этом измерение соотношения 
аллелей в пре-мРНК DPF3 пациентов со светлоклеточным 
ПКР, гетерозиготных по rs4903064, подтвердило дисба-
ланс в сторону аллеля С (Protze et al., 2022).

По данным ATAC-seq, полученным на первичных клет-
ках рака почки, rs4903064 находится в области открытого 
хроматина, в предполагаемом энхансере. Поскольку за-
мена Т на С (rs4903064) создает потенциальный сайт свя-
зывания ТФ HIF, был проведен репортерный анализ на 
клеточных линиях HeLa и MCF-7. Усиление экспрессии 
репортерного гена наблюдалось только в случае аллеля С 
и только при обработке клеток специфическим стабилиза-
тором HIF – диметилоксалилглицином (DMOG). Нокаут 
по различным изоформам HIF показал, что увеличение 
репортерной активности при стимуляции DMOG зависит 
от HIF-1α. С помощью ChIP-qPCR в первичных клетках 
почечных канальцев с разными генотипами rs4903064 
(TT, CT, CC) подтверждено повышенное связывание 
HIF-1α и HIF-1β с рисковым аллелем С. Для выяснения 
роли повышенной экспрессии DPF3 в развитии светло-
клеточного ПКР с помощью технологии CRISPR/Cas9 
был проведен нокаут DPF3 в клетках проксимальных 
почечных канальцев. Продемонстрировано, что клетки с 
дефектной экспрессией DPF3 росли медленнее, чем кон-
трольные клоны соответствующих клеток. Это позволяет 
предположить, что усиление экспрессии DPF3 в клетках 
проксимальных канальцев стимулирует пролиферацию 
(Protze et al., 2022). 

rs17114036
rs17114036 (T/C), связанный с ишемической болезнью 
серд ца и ишемическим инсультом, согласно данным 
GWAS (Dichgans et al., 2014), локализован в пятом интро-
не гена PLPP, кодирующем фосфатазу фосфолипидов 3, 
которая ингибирует воспаление эндотелия и способству-
ет целостности его монослоя (Panchatcharam et al., 2014; 
Wu et al., 2015). Эксперименты ATAC-seq и ChIP-seq 
(H3K27ac, H3K4me2), проведенные на эндоте лиальных 
клетках аорты человека HAEC, идентифицировали об-
ласть, содержащую rs17114036, как потенциальный эн-
хансер. Энхансерная активность данной области была 
подтверждена с помощью репортерного анализа, при этом 
протективный аллель С значительно сильнее увеличивал 
активность люциферазы при трансфекции векторных 
конструкций в клетки HAEC по сравнению с аллелем Т. 
Делеция участка длиной 66 п. н., содержащего rs17114036, 
с помощью CRISPR/Cas9 значительно снижала экспрес-
сию PLPP3 по сравнению с неотредактированным гено-
мом и повышала проницаемость монослоя отредактиро-
ванных HAEC. В результате моделирования процессов 
гемодинамики было обнаружено увеличение активности 
исследуемого энхансера, содержащего аллель C, в HAEC 
при 18-часовом «атерозащитном» потоке по сравнению с 
«атерогенным» потоком, тогда как никакого эффекта алле-
ля Т не выявлено. Как выяснилось, замена нуклеотида Т на 
С приводит к образованию сайта связывания (CACC) для 
фактора KLF2, что подтверждено данными ChIP-AS-qPCR 
анализа в клетках HAEC, гетеро зиготных по rs17114036. 
Эксперименты по котрансфек ции с плазмидой, обеспе-
чивающей сверхэкспрессию KLF2, также показали более 
высокую активность люциферазы в случае тестируемого 
энхансера, несущего аллель С (Krau se et al., 2018).

rs4407214
rs4407214 (T/G) ассоциирован с негативным по эстроге-
новому рецептору раком молочной железы. Анализ дан-
ных ChIP-seq из проекта ENCODE по расположению ме-
ток активного хроматина (H3K4m1, H3K4m2, H3K4m3, 
H3K9ac, H3K27ac, H3K36m3, H3K79m2, H4K20m1, EZH2 
и H2AZ) в клеточной линии HMEC позволил выявить 
в области rs4407214 регуляторный район, попадающий  
в интрон 1 гена WDR43 (белок-кодирующий ген, связан-
ный с процессингом рРНК и рибосомальным биогенезом). 
С помощью EMSA было показано аллель-специфическое 
связывание ядерных белков из клеточных линий MCF10A 
и CAL-51 с ДНК-зондами, воспроизводящими район лока-
лизации SNP в геноме. Экспрессия репортерного гена под 
контролем выявленного регуляторного района на этих же 
клеточных линиях тоже имела аллель-зависимый характер 
(Couch et al., 2016; Fachal et al., 2020).

Для идентификации ТФ, сайты связывания которых 
изменяются из-за замены G на T (rs4407214), был прове-
ден биоинформатический анализ с использованием базы 
JASPAR и доступных данных ChIP-seq для этого райо-
на из проекта ENCODE. В результате в качестве такого 
ТФ был идентифицирован USF1. Конкурентный анализ 
EMSA с ядерными белками, выделенными из клеточных 
линий CAL-51 и MCF10A, подтвердил аллель-специфи-
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ческое связывание USF1 в случае аллеля G. Также было 
показано, что CRISPR/Cas9 опосредованное удаление 
предполагаемой регуляторной области, содержащей 
rs4407214, приводило к снижению уровня экспрессии 
PLB1 (фосфолипазы B1), находящегося на расстоянии 
около 400 т. п. н. от WDR43. 

Массовая интерпретация данных GWAS 
с помощью методов функциональной геномики
По результатам GWAS, с признаком (заболеванием), как 
правило, связано множество локусов (Goldstein, 2009; 
Boyle et al., 2017), большинство из которых, в свою оче-
редь, содержит множество часто совместно наследуемых 
SNP (Tak, Farnham, 2015; Schaid et al., 2018), поэтому вы-
бор среди них потенциальных rSNP, вовлеченных в меха-
низм развития патологии, весьма затруднен. К настоящему 
времени разработан ряд эффективных экспериментальных 
подходов к решению этой задачи. Прежде всего, это мас-
штабированные варианты подходов, используемых для 
исследования отдельных rSNP: массовое параллельное 
исследование репортерных конструкций (massively paral-
lel reporter assay, MPRA), Reel-seq, SNP-seq и SNP-SELEX 
(Zhao et al., 2020; Lu et al., 2021; Yan et al., 2021).

В частности, MPRA был успешно применен для поиска 
rSNP, играющих ключевую роль в генетической пред-
расположенности к красной волчанке (Lu et al., 2021). 
По данным GWAS, с этим заболеванием ассоциировано 
3073 SNP в 91 локусе. Авторы сконструировали баркоди-
рованную библиотеку, содержащую 12 396 олигонуклео-  
тидов длиной 170 п. н., содержащих в центре все извест-
ные варианты для этих 3073 SNP, которые были встрое-
ны перед минимальным промотором, присоединенным к 
гену eGFP. На клеточной линии GM12878 было показа-
но влияние альтернативного аллеля на энхансерную ак-
тивность вставок для 51 SNP из 27 локусов. Небольшое 
количество выявленных rSNP, вероятнее всего, связано с 
трансфекцией только одной линии клеток; при исполь-
зовании нескольких клеточных линий их число стало бы 
существенно больше из-за увеличения набора вовлечен-
ных в исследование ТФ. Подобным образом с помощью 
MPRA было определено, что 30 из 832 SNP, связанных, по 
данным GWAS, с риском развития меланомы, обнаружи-
вают существенную разницу во влиянии альтернативных 
аллелей на экспрессию репортерного гена в клеточной 
линии меланомы UACC903 (Choi et al., 2020). Для одного 
из этих 30 SNP (rs398206), расположенного в интроне 1 
гена MX2, разница была максимальной. Установлено, 
что рисковый аллель А rs398206 существенно усиливает 
связывание ТФ YY1 в условиях in vitro (EMSA) и in vivo 
(ChIP-AS-qPCR), что приводит к увеличению уровня 
экспрессии MX2, способствующему развитию меланомы 
(Choi et al., 2020). Другие примеры можно найти в работах 
(Ulirsch et al., 2016; Liu S. et al., 2017; Kalita et al., 2018; 
Klein et al., 2019).

С помощью методически мало различающихся Reel- seq 
и SNP-seq, основанных на сравнительном изучении свя-
зывания ТФ с олигонуклеотидами, содержащими альтер-
нативные аллели, был отобран 521 потенциальный rSNP 
из 4316 связанных с развитием рака молочной железы 
по данным GWAS (Zhao et al., 2020) и 403 из 903 ассо-

циированных с раком простаты соответственно (Zhang 
et al., 2018). Наиболее масштабное исследование с ис-
пользованием подхода из данной группы опубликовано в 
2021 г. (Yan et al., 2021). Подход был назван SNP-SELEX. 
Для его реализации авторы использовали библиотеку из 
383 544 олигонуклеотидов длиной 40 п. н., содержащих 
в центральной части все возможные аллели 95 886 SNP. 
SNP были выбраны по принципу их ассоциации с по-
мощью GWAS c диабетом второго типа или по принципу 
локализации в окне размером 500 т. п. н., которое содер-
жало бы связанный с этой патологией вариант. Используя 
270 рекомбинатных ТФ, авторы провели мультиплексный 
анализ их связывания с олигонуклеотидами и выявили 
11 079 SNP, демонстрирующих существенное влияние 
аллеля на связывание хотя бы с одним ТФ.

Для массовой интерпретации результатов GWAS широ-
ко используются также данные функциональной геномики 
из доступных баз, такие как данные о полногеномных 
профилях (ChIP-seq) связывания ТФ (Li S. et al., 2020) и 
гистоновых модификаций (Jones et al., 2020), полногеном-
ных профилях открытого хроматина (ATAC-seq) (Corces et 
al., 2020), трехмерных хроматиновых контактах (Corces et 
al., 2020) и расположении энхансерных и суперэнхансер-
ных районов (Gong et al., 2018; Sun W. et al., 2018; Nasser 
et al., 2021), данные eQTL анализа (Gamazon et al., 2018; 
Zheng et al., 2019; Barbeira et al., 2021). 

Так, например, 8005 SNP, либо непосредственно свя-
занных, по данным GWAS, с большим депрессивным 
расстройством, либо находящихся в той же группе сцепле-
ния, были картированы в пиках ChIP-seq, полученных на 
тканях мозга или в клетках нейронального происхождения 
с использованием антител к 34 различным ТФ (Li S. et al., 
2020). Затем был произведен поиск сайтов связывания 
соответствующих ТФ в местах локализации SNP с исполь-
зованием базы данных, содержащей 7699 весовых матриц 
(PWM) (Whitington et al., 2016), и обнаружено, что 34 SNP 
разрушают сайты связывания 15 ТФ. Репортерный анализ 
подтвердил влияние аллеля на экспрессию для 29 SNP. 
Один из них, rs3101339, попадал в потенциальный сайт 
связывания ТФ REST в промоторном районе гена NEGR1, 
а замена А на С существенно повреждала структуру дан-
ного сайта, что отражалось в снижении уровня экспрес-
сии репортерного гена под контролем вставки, несущей 
аллель С. Влияние rs3101339 на экспрессию гена NEGR1 
в условиях in vivo было подтверждено путем элиминации 
соответствующего фрагмента с помощью CRIPSR-Cas9 
геномного редактирования. Поскольку продукт гена 
NEGR1 играет важную роль в поддержании необходи-
мой плотности дендритных шипиков, снижение его экс-
прессии при замене А на С может вносить существен-  
ный вклад в развитие депрессивного состояния (Li S. et 
al., 2020). 

Данные о полногеномных профилях гистоновых меток 
активного хроматина тоже оказываются весьма информа-
тивными для функциональной интерпретации результатов 
GWAS. Например, для анализа множества SNP, связан-
ных с развитием эпителиального рака яичников, было 
проведено их картирование в области ChIP-seq пиков 
для H3K27Ac, полученных авторами при исследовании 
26 образцов этого типа рака (Jones et al., 2020). Затем с 
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помощью инструмента motifbreakR (Coetzee et al., 2015) 
среди картированных SNP были выбраны 469, в которых 
нуклеотидная замена существенно меняла сайт связыва-
ния какого-либо ТФ. Наиболее частым было изменение 
последовательности сайта связывания ТФ REST, для ко-
торого отмечены как онкосупрессорная, так и онкогенная 
функции (Jones et al., 2020). Использование массивов 
ChIP-seq данных о различных гистоновых модифика-
циях из соответствующих баз в сочетании с данными и 
инструментами ресурса потенциальных регуляторных 
вариантов (rVarBase) (Guo et al., 2016) позволило также 
обнаружить 286 и 366 локализованных в суперэнхансе-
рах потенциальных rSNP, связанных с диабетом второго 
типа (Sun W. et al., 2018) и ишемической болезнью сердца 
(Gong et al., 2018) соответственно, которые меняли пред-
сказанные ССТФ.

Независимые от GWAS функциональные 
подходы к выявлению потенциальных rSNP
Современные массовые функциональные подходы для 
поиска потенциальных rSNP в основном опираются на 
регистрацию влияния нуклеотидной замены на некий 
молекулярный фенотип. Это может быть определение в 
транскриптомах разницы в уровне экспрессии отдельных 
генов у гомозигот по разным аллелям, а также гетерозигот 
для каждого SNP (eQTL анализ); идентификация SNP, 
проявляющих асимметрию представленности в транс-
криптомных (RNA-seq) – аллель-асимметричные события 
экспрессии (ASE), или в эпигеномных данных (DNase-seq, 
ChIP-seq, ATAC-seq) – аллель-асимметричные события 
связывания (ASВ), а также определение эффекта аллеля 
на экспрессию репортерного гена с помощью массового 
параллельного репортерного исследования (MPRA).

eQTL анализ
Термин eQTL либо означает факт наличия связи между 
вариантом (eVariant) и уровнем экспрессии некого гена/
генов (eGene/eGenes) (GTEx Consortium, 2017, 2020), либо 
относится непосредственно к SNP, аллели которого де-
монстрируют такую связь, и в этом смысле употребляется 
гораздо чаще (Fairfax et al., 2014; Fan et al., 2020; Jiang et 
al., 2020; Werling et al., 2020). Для поиска eQTL пригодны 
транскриптомные данные, полученные как с использо-
ванием микрочипов (Fairfax et al., 2014; Westra, Franke, 
2014), так и с помощью РНК-секвенирования (RNA-seq) 
(GTEx Consortium, 2020). Их вполне достаточно для де-
текции eQTL, расположенных в транскрибируемых райо-
нах (Göring et al., 2007). Для выявления же всего их мно-
жества требуются также данные по секвенированию ге- 
 нома (GTEx Consortium, 2020; Werling et al., 2020). В от-
личие от GWAS, для проведения которых необходимы 
биологические образцы от многих тысяч индивидуумов 
(Tam et al., 2019), для eQTL анализа достаточно несколь-
ких сотен участников (Westra et al., 2013; Fairfax et al., 
2014; GTEx Consortium, 2020). Однако так же, как и в 
случае GWAS, для eQTL анализа остается актуальной 
проблема выделения действительно имеющего отношение 
к формированию признака SNP от детектируемых за счет 
неравновесия по сцеплению маркерных вариантов (Zou 
et al., 2019; Umans et al., 2021).

Наиболее масштабным проектом по получению транс-
криптомных данных и анализу eQTL является междуна-
родный консорциум GTEx, в рамках которого получены 
данные RNA-seq для 15 201 образца из 49 тканей, взятых 
постмортально у 838 доноров, что позволило идентифи-
цировать 4 278 636 eQTL, связанных с изменением экс-
прессии 18 262 и 5006 генов, кодирующих белки и lincRNA 
соответственно (GTEx Consortium, 2020).

Существуют и другие массивы eQTL, в том числе по-
лученные не на постмортальном, а на биопсийном мате-
риале (Fairfax et al., 2014; Stolze et al., 2020). Например, 
в работе (Stolze et al., 2020) при анализе транскриптомов 
(RNA-seq) эндотелия аорты 157 доноров были установ-
лены тысячи eQTL, не зарегистрированных в базе кон-
сорциума GTEx. B.P. Fairfax с коллегами использовали 
CD14+ моноциты, полученные от здоровых индивидуу-
мов, которые в условиях in vitro обрабатывали либо ин-
терфероном гамма (в течение 24 ч, 367 индивидуумов), 
либо липополисахаридом (LPS) бактериальной стенки  
(2 и 24 ч, 261 и 322 индивидуума соответственно). В ка-
честве контроля использовали CD14+ моноциты 414 че-
ловек. С помощью микрочипового РНК-профилирования 
и генотипирования было исследовано 609 704 SNP (mi nor 
allele frequency, MAF > 0.04) и обнаружена 21 516 eQTL, 
24.6 % из которых проявляли себя в контрольных клет-
ках, 21.6 % – после двухчасовой обработки LPS, а 25.4 и 
28.3 % – после 24-часовой обработки LPS и IFN-γ соот-
ветственно. Результаты этой работы демонстрируют важ-
ную роль вариаций генома в характере транскриптомно-
го ответа на препарат (Fairfax et al., 2014). В заключение 
надо отметить, что для поиска eQTL может быть взят лю-
бой массив транскриптомных данных, полученных для 
сотни и более индивидуумов, как, например, было сделано 
нами (Korbolina et al., 2021) с использованием данных 
RNA-seq для постмортальных образцов мозга 96 человек 
(Ramaker et al., 2017).

В настоящее время eQTL анализ преимущественно 
применяется для идентификации групп генов, вовлечен-
ных в формирование признака (Hormozdiari et al., 2016;  
Mor row et al., 2018; Gamazon et al., 2019; Ratnapriya et al., 
2019; Jaffe et al., 2020). Также его результаты часто ис-
пользуют для приоритизации обнаруженных с помощью 
GWAS однонуклеотидных замен с целью их последую-
щего тща тельного экспериментального изучения. В каче-
стве при мера можно привести rs13239597, расположен ный 
в промоторе гена TNPO3 и, согласно GWAS, ассоции ро-
ван ный с красной волчанкой и рассеянным склерозом. 
eQTL анализ транскриптомов лимфобластоидных клеточ-
ных линий, полученных от 373 индивидуумов, не выявил 
никакого влияния rs13239597 на экспрессию гена TNPO3, 
зато обнаружил достоверную связь аллеля А этого SNP с 
увеличенной экспрессией гена IRF5, расположенного на 
расстоянии 118 т. п. н. (Thynn et al., 2020), что совпадало 
с данными консорциума GTEx (GTEx Consortium, 2017). 
Анализ доступных результатов Hi-C позволил установить, 
что IRF5 является одним из 12 генов, непосредствен но 
контактирующих с участком локализации rs13239597. 
Компьютерное исследование мотивов, потенциально ме-
няющих сродство к ТФ в результате нуклеотидной замены 
(Coetzee et al., 2015), выявило четыре таких ТФ: EVI1, 
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ERF, GATA1 и TAL1. С помощью ChIP-AS-qPCR было 
показано, что EVI1 гораздо лучше связывается с районом 
rs13239597 в случае A аллеля по сравнению с аллелем С 
(Thynn et al., 2020). Подобные примеры можно найти 
также в статьях (Roca-Ayats et al., 2019; Jiang et al., 2020; 
Tian et al., 2020).

Широкомасштабный поиск аллель-специфичных 
событий экспрессии (ASE) и связывания (ASB)
Развитие основанных на NGS методов транскриптомного 
(RNA-seq) и эпигеномного анализа (ChIP-seq, DNase-seq, 
ATAC-seq) открыло уникальную возможность количест-
венного определения разницы в представленности двух 
аллелей (дисбаланс аллелей) каждого гетерозиготного 
полиморфного сайта диплоидного организма в соответ-
ствующих данных (Maurano et al., 2015; Cavalli et al., 
2016a, b; Castel et al., 2020; Fan et al., 2020; Xu et al., 
2020; Korbolina et al., 2021). Важная особенность этих 
походов к выявлению потенциальных rSNP в сравнении 
с eQTL анализом и тем более с GWAS, в которых про-
водятся исследования SNP множества индивидуумов на 
фоне различного геномного контекста и условий жизни, 
состоит в том, что аллель-асимметричные события ре-
гистрируются для каждого индивидуума и фон для них 
один и тот же. Это позволяет получать достоверные дан-
ные при исследовании очень малого числа индивидуумов, 
вплоть до одного (Harvey et al., 2015). Увеличение выборок 
требуется лишь для вовлечения в анализ большего числа 
SNP, находящихся в гетерозиготном состоянии. Так, про- 
 веденные расчеты показывают, что использование дан-
ных, полученных для 20 индивидуумов, теоретически 
по зволяет определить ASE или ASB события для 65–70 % 
SNP, имеющих частоту встречаемости в популяции ≥5 % 
(Cavalli et al., 2016a).

Благодаря этому обстоятельству существенно расши-
ряются возможности проведения фармакогенетических и 
фармакогеномных исследований. Самым ярким примером 
такого исследования является одновременное изучение 
аллель-специфичных эффектов 50 различных веществ 
(стероидных и пептидных гормонов, нутриентов, широко 
применяемых лекарств и ряда загрязнителей окружаю-
щей среды) с использованием первичных культур пяти 
типов клеток (LCL, PBMC, HUVEC, SMC и меланоцитов), 
каждый из которых был представлен образцами от трех 
индивидуумов (Moyerbrailean et al., 2016). Анализ полу-
ченных транскриптомных данных позволил обнаружить 
более 300 SNP, дисбаланс в представленности аллелей 
которых в транскриптомах возникал или существенно 
возрастал в ответ на обработку тем или иным препаратом. 
С помощью такого же подхода были выявлены зависимые 
от индуктора (LPS бактериальной стенки) ASE в 19 генах 
иммунного ответа при анализе транскриптомов монону-
клеарных клеток крови восьми индивидуумов (Edsgärd et 
al., 2016), а также 561 ASE, реагирующих на обработку 
CD4+ T клеток (от 24 генотипированных человек) иммо-
билизованными антителами к CD3/CD28 (Gutierrez-Arce-
lus et al., 2020). Получение таких результатов открывает 
новый, не связанный с какой-либо первоначальной ги-
потезой путь к выяснению механизмов индивидуальной 
чувствительности к лекарственным препаратам. 

Самый крупный к настоящему времени ресурс ASE, 
содержащий 431 миллион таких событий, получен на 
основе данных RNA-seq и полногеномного секвенирова-
ния (WGS) консорциума GTEx (GTEx Consortium, 2020) 
и опубликован в статье (Castel et al., 2020). Этот ресурс 
может служить источником для массового выявления 
rSNP, например, при сопоставлении с данными GWAS 
или eQTL. Важно отметить, что в случае отсутствия WGS 
соответствующая информация может быть получена с 
помощью более сложных методов биоинформатического 
поиска аллель-специфичных событий непосредственно в 
данных RNA-seq (Harvey et al., 2015; Moyerbrailean et al., 
2016; Fan et al., 2020; Korbolina et al., 2021).

ChIP-seq эксперименты с использованием антител к раз-
личным ТФ позволяют напрямую регистрировать события 
аллель-асимметричного взаимодействия этих белков 
со своими сайтами в случае гетерозиготного состояния 
SNP в этих сайтах. В пионерной работе, выполненной в 
лаборатории Клауса Ваделиуса, были проанализированы 
все доступные на тот момент профили связывания ТФ из 
проекта ENCODE в линиях клеток GM12878 (B клетки), 
H1-hESC, K562 и SK-N-SH, что позволило обнаружить 
9962 SNP, демонстрирующих аллельный дисбаланс в 
связывании ТФ (ASB) (Cavalli et al., 2016b). С помощью 
того же подхода было найдено 3713 SNP с аллельным 
дисбалансом в связывании ТФ в линиях клеток HepG2 и 
HeLa-S3. Тестирование 39 из них в репортерной системе 
люциферазы подтвердило влияние аллеля на экспрес-
сию репортерного гена для 27 SNP (Cavalli et al., 2016a). 
Детальный анализ одного из них, rs953413, показал, что 
аллель А разрушает сайт связывания ТФ FOXA, в резуль-
тате чего снижается связывание не только этого ТФ, но и 
кооперативно взаимодействующего с ним ТФ HNF4α, что 
в итоге приводит к снижению экспрессии гена ELOVL2 и 
может быть одним из факторов патогенеза неалкогольной 
жировой болезни печени (Pan et al., 2020).

Поскольку аллель-асимметричные изменения в про-
филях гистоновых модификаций и открытого хроматина 
могут являться отражением вызванных SNP изменений в 
связывании ТФ (Kar et al., 2014; Hatayama, Aruga, 2018; 
Huang et al., 2018; Yi et al., 2020), эти данные тоже широко 
применяются для поиска ASB. Так, в работе (Maurano et 
al., 2015) было проанализировано 493 профиля откры-
того хроматина (DNase-seq), полученного на различных 
линиях клеток, в которых обнаружено 64 599 SNP c ASB. 
Бионформатический анализ с использованием весовых 
матриц для 2203 мотивов ССТФ из разных источников 
показал, что большинство выявленных SNP может влиять 
на связывание ТФ и, как следствие, на доступность со-
ответствующих районов к DNase I (Maurano et al., 2015). 
Более новый метод обнаружения открытого хроматина 
ATAC-seq, основанный на способности гиперактивной 
мутантной формы транспозазы Tn5 опознавать открытые 
участки ДНК в составе хроматина (Marinov, Shipony, 
2021), также используется для поиска ASB событий. 
В частности, с его помощью выявлено 53 rSNP в клеточ-
ной линии рака молочной железы MCF-7 и 125 rSNP в 
линии мезенхимальных стволовых клеток MSC человека. 
Тридцать процентов rSNP, найденных в MCF-7, и 43 % 
найденных в MSC идентифицируются как eQTL в данных 

https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/nonalcoholic-fatty-liver-disease/symptoms-causes/syc-20354567
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консорциума GTEx, что указывает на их влияние на экс-
прессию генов (Xu et al., 2020). Примеры использования 
данных ChIP-seq с антителами к гистоновым меткам для 
регистрации событий ASB можно найти в статьях (Sun J. et 
al., 2016; D’Oliveira Albanus et al., 2021; Li M. et al., 2021). 

В качестве наиболее продуктивного подхода к поиску 
rSNP можно рассматривать сочетание поиска событий 
ASE и ASB. К примеру, в нашей работе (Korbolina et al., 
2018) вначале были идентифицированы события ASB в 
данных ChIP-seq из проекта ENCODE для гистоновых 
модификаций H3K27ac, H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3 
и H3K27me3, а также для 456 ТФ и связанных с ними 
бел ков в линиях клеток человека K562, MCF-7 и HCT-116. 
Затем с использованием данных RNA-seq, полученных 
на тех же линиях, были выделены SNP (rSNP), связан-
ные с изменением уровня экспрессии генов. По данным 
GWAS, из 1633 найденных таким образом rSNP 27 имеют 
связь с онкологическими заболеваниями (Korbolina et  
al., 2018), а 14 – с когнитивными расстройствами (Bryz-
galov et al., 2018). Еще 30 rSNP удалось связать с коло-
ректальным раком (КРР), используя данные ICGC (Inter-
national Cancer Genome Consortium) (Seshagiri et al., 2012). 
Генотипирование больных КРР и здоровых индивидуу-
мов по шести из них показало связь rs590352, rs4796672 и 
rs2072580 с данным заболеванием (Leberfarb et al., 2020). 
Для rs2072580 была также найдена связь с раком молоч-
ной железы (Degtyareva et al., 2020). Позднее применение 
этого подхода позволило выявить 14 266 rSNP при обра-
ботке полученных в работе (Reyes-Palomares et al., 2020) 
данных профилирования гистоновой метки H3K4me3 
(ChIP-seq) и RNA-seq для образцов эпителия легочной 
артерии 19 индивидуумов (Korbolina et al., 2021).

Массовое параллельное изучение  
репортерных конструкций (MPRA)
Анализ влияния аллелей полиморфных сайтов на экспрес-
сию репортерного гена при одновременной трансфекции 
сотен и тысяч баркодированных плазмидных конструкций 
в эукариотические клетки с последующим секвенирова-
нием транскриптомов также является информативным 
подходом для поиска rSNP (Vockley et al., 2015; Tewhey 
et al., 2016; Movva et al., 2019). Наиболее масштабное 
исследование с помощью этого подхода было проведено 
в лаборатории Баса Ван Стинсела (van Arensbergen et 
al., 2019). C использованием беспромоторной плазмиды 
и фрагментированных геномов (длина фрагмента 150– 
500 п. н.) четырех индивидуумов, принадлежащих раз ным 
этническим группам, для каждого индивидуума были 
сконструированы две баркодированные библиотеки, где 
вставки должны были играть роль промотора. При этом 
авторы, основываясь на данных об инициации транс-
крипции в энхансерных районах (Natoli, Andrau, 2012; 
van Arensbergen et al., 2017), рассчитывали регистрировать 
не только промоторы, но и энхансеры. Использование 
ДНК людей генетически далеких этносов позволяло на-
деяться на охват максимального числа полиморфных сай-
тов, находящихся в гомозиготе по разным аллелям хотя 
бы у двух из них.

После трансфекции полученными библиотеками K562 
и HepG2 клеток было найдено 19 и 14 тысяч потенциаль-

ных rSNP соответственно, большая часть из которых не 
перекрывалась, что еще раз свидетельствует о тканеспе-
цифичности надгеномной (белковой) регуляторной ма-
шины. Выявленные SNP демонстрировали существенное 
обогащение в регуляторных районах генома. При этом 
обогащение было втрое выше в промоторных районах 
(приблизительно в 15 раз), чем в энхансерных (прибли-
зительно в 5 раз), что, очевидно, объясняется дизайном 
репортерных конструкций. Для ряда rSNP с помощью 
масс-спектрометрического анализа белков, взаимодей-
ствующих с олигонуклеотидами, содержащими альтерна-
тивные аллели, авторам удалось идентифицировать ТФ, 
сайты связывания которых меняет нуклеотидная замена. 
В частности, показано, что аллель А rs623853 нарушает 
связывание ТФ семейства ELF, а аллель С rs554591 сни-
жает связывание ZNF787, одновременно повышая связы-
вание KLF и SP (van Arensbergen et al., 2019).

Заключение
Программы координированного включения, выключения 
и изменения уровня экспрессии различных генов, лежа-
щие в основе онтогенетических событий, существования 
множества типов дифференцированных клеток и способ-
ности клеток реагировать на различные факторы внеш-
ней и внутренней среды, обеспечиваются регуляторной 
частью генома многоклеточных организмов. Информация, 
закодированная в регуляторных районах, транслируется в 
необходимый паттерн генной экспрессии прежде всего за 
счет связывания ТФ со специфическими последователь-
ностями в регуляторных районах (промоторами, энхансе-
рами, сайленсерами и т. д.) (Lan et al., 2012; Меркулова и 
др., 2013; Dubois-Chevalier et al., 2018; Chen, Pugh, 2021; 
Tobias et al., 2021). По современным представлениям, 
SNP в регуляторных районах генов, затрагивающие сайты 
связывания ТФ и изменяющие уровень генной экспрес-
сии, играют центральную роль в вариабельности фено-
типических проявлений, включая предрасположенность/
устойчивость к многофакторным заболеваниям (Maurano 
et al., 2015; Deplancke et al., 2016; Carrasco Pro et al., 2020). 
С этим связан огромный интерес как к функциональной 
интерпретации SNP, демонстрирующих ассоциацию с 
различными заболеваниями (в первую очередь по данным 
GWAS), так и к разработке массовых функциональных 
подходов к поиску rSNP. Интерпретация данных GWAS 
проводится либо на уровне отдельных SNP, либо на мас-
совом уровне с использованием разнообразных методов 
функциональной геномики (рис. 2). Параллельно те же 
методы функциональной геномики применяются для 
самостоятельного поиска rSNP, но при этом возникает 
необходимость решения обратной задачи – установления 
связи найденных rSNP с признаком (заболеванием). Са-
мым популярным способом решения этой задачи является 
сопоставление полученных результатов с имеющимися 
данными GWAS (см. рис. 2). Однако таким образом 
обычно удается связать с различными признаками лишь 
1.5–3 % найденных rSNP (Cavalli et al., 2016b, 2019; 
Korbolina et al., 2021). В этой связи весьма перспектив-
ным представляется eQTL анализ, в результате которого 
можно установить влияние многих конкретных rSNP на 
экспрессию довольно больших групп генов, последующий 
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анализ которых с помощью современных инструментов 
функциональной аннотации (GO, Kegg и др.) позволяет 
«выходить» на признак (Korbolina et al., 2021).

Подводя итоги, следует заключить, что комплексное 
использование двух основанных на противоположных 
принципах подходов к поиску значимых для развития при-
знака (патологии) SNP – с одной стороны, исходящего из 
данных по ассоциации SNP с неким признаком, а с другой 
стороны, идущего от определения аллель-специфичных 
изменений на молекулярном уровне (в транскриптоме 
или регуломе) – существенно обогащает картину наших 
знаний о роли генетических детерминант в молекулярных 
механизмах формирования признаков, включая предрас-
положенность к многофакторным заболеваниям.
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