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Аннотация. Корректное развертывание генетических программ развития и дифференцировки опирается 
на тонко координированную регуляцию экспрессии специфических наборов генов. Исключительную роль в 
управлении этим процессом играют регуляторные элементы генома, к которым относятся промоторы, энхан-
серы, инсуляторы и сайленсеры. Нарушения в их работе могут приводить к развитию различных патологий, 
включая онкологические заболевания, пороки развития и аутоиммунные заболевания. Развитие технологий 
высокопроизводительного геномного анализа позволило значительно ускорить накопление информации о 
специфичных эпигенетических характеристиках регуляторных элементов. В совокупности с полногеномными 
исследованиями распределения эпигенетических меток, регуляторных белков и пространственной структу-
ры хроматина такие данные значительно расширяют представления о принципах эпигенетической регуляции 
генов и позволяют осуществлять поиск потенциальных регуляторных элементов in silico. Вместе с тем основ-
ные экспериментальные подходы, используемые для исследования локальных характеристик хроматина, 
имеют ряд технических ограничений, которые снижают достоверность биоинформатической идентификации 
регуляторных областей генома. В связи с этим, а также с учетом вариабельности функций эпигенетических 
детерминант и многокомпонентной регуляции работы элементов генома определение их регуляторной роли 
часто требует функциональной проверки. Разработано множество методов, позволяющих провести исследо-
вание функциональной роли регуляторных элементов в масштабе генома. В настоящем обзоре кратко описа-
ны основные экспериментальные подходы для проведения идентификации регуляторных элементов in silico 
и присущие им технические ограничения. Рассмотрены оригинальные методы высокопроизводительного 
репортерного анализа активности энхансеров, которые используют для валидации предсказанных регуля-
торных элементов и de novo поиска. Описанные методы анализа дают возможность оценить функциональную 
роль нуклеотидной последовательности регуляторного элемента, определить его точные границы, а также 
оценить влияние локального состояния хроматина на активность энхансеров и экспрессию генов. Примене-
ние таких методологических подходов обеспечило значительный вклад в понимание фундаментальных прин-
ципов регуляции генной экспрессии.
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Abstract. The correct deployment of genetic programs for development and differentiation relies on f inely coordi-
nated regulation of specif ic gene sets. Genomic regulatory elements play an exceptional role in this process. There 
are few types of gene regulatory elements, including promoters, enhancers, insulators and silencers. Alterations of 
gene regulatory elements may cause various pathologies, including cancer, congenital disorders and autoimmune 
diseases. The development of high-throughput genomic assays has made it possible to signif icantly accelerate the 
accumulation of information about the characteristic epigenetic properties of regulatory elements. In combination 
with high-throughput studies focused on the genome-wide distribution of epigenetic marks, regulatory proteins 
and the spatial structure of chromatin, this signif icantly expands the understanding of the principles of epigenetic 
regulation of genes and allows potential regulatory elements to be searched for in silico. However, common experi-
mental approaches used to study the local characteristics of chromatin have a number of technical limitations that 
may reduce the reliability of computational identif ication of genomic regulatory sequences. Taking into account the 
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variability of the functions of epigenetic determinants and complex multicomponent regulation of genomic ele-
ments activity, their functional verif ication is often required. A plethora of methods have been developed to study 
the functional role of regulatory elements on the genome scale. Common experimental approaches for in silico iden-
tif ication of regulatory elements and their inherent technical limitations will be described. The present review is fo-
cused on original high-throughput methods of enhancer activity reporter analysis that are currently used to validate 
predicted regulatory elements and to perform de novo searches. The methods described allow assessing the func-
tional role of the nucleotide sequence of a regulatory element, to determine its exact boundaries and to assess the 
inf luence of the local state of chromatin on the activity of enhancers and gene expression. These approaches have 
contributed substantially to the understanding of the fundamental principles of gene regulation.
Key words: gene regulatory elements; enhancers; massive parallel assays.
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Введение
Корректная реализация программ развития и поддержа­
ния функций организма основана на экспрессии специфи­
ческих для клеток и тканей наборов генов. Координация 
экспрессии генов осуществляется многоуровневой си­
стемой регуляции, включающей генетические и эпиге­
нетические механизмы, основанные на взаимодействии 
геномных последовательностей, эпигенетических моди­
фикаций, регуляторных белков и специфических транс­
крипционных факторов. Определенные участки генома, 
ассоциированные с характерными эпигенетическими де­
терминантами, а также служащие сайтами привлечения 
регуляторных белков, способны модифицировать экспрес­
сию генов. Такие регуляторные элементы генома играют 
ключевую роль в реализации генетических программ 
развития, дифференцировки, поддержания клеточного и 
тканевого гомеостаза (Phillips-Cremins, Corces, 2013; An­
dersson et al., 2014; Kundaje et al., 2015). 

Нарушения функции регуляторных геномных элемен­
тов могут приводить к развитию различных патологий, 
включая онкологические заболевания, пороки развития 
и аутоиммунные заболевания (Maurano et al., 2012; Cor­
radin et al., 2014; Miguel-Escalada et al., 2015; Bradner et al., 
2017; Chatterjee, Ahituv, 2017). В исследованиях по полно­
геномному поиску ассоциаций показано, что более 90 % 
ассоциированных с развитием заболеваний однонуклео­
тидных полиморфизмов располагается в некодирующих 
районах генома (Manolio et al., 2009; Maurano et al., 2012). 
Причем значительная часть таких геномных вариантов 
находится в областях, демонстрирующих эпигенетические 
характеристики энхансеров, а также затрагивает энхансе­
ры, специфичные для клеточных линий, задействованных 
в патогенезе заболевания (Ernst et al., 2011; Akhtar-Zaidi et 
al., 2012; Trynka et al., 2013). В качестве примера можно 
привести генетические варианты, ассоциированные с раз­
витием диабета второго типа, локализованные в районах 
потенциальных энхансеров, специфичных для клеток 
островков Лангерганса (Stitzel et al., 2010; Pasquali et al., 
2014). 

На сегодняшний день накоплено значительное количе­
ство информации о характерных эпигенетических свой­
ствах регуляторных элементов, позволяющих идентифи­
цировать потенциальные регуляторные участки генома 
in silico (Ernst et al., 2011). Однако валидация и функцио­
нальное описание регуляторных элементов часто требу­
ют прямой экспериментальной проверки. Классическим 

способом ее проведения являются различные вариации 
репортерного анализа и функционального мутагенеза. 
С развитием методов массового параллельного секвени­
рования были разработаны методики исследования, поз­
воляющие изучать активность регуляторных элементов 
в масштабе генома. 

В представленном обзоре будут рассмотрены суще­
ствующие методологические решения в области высо­
копроизводительного анализа энхансеров, которые внес­
ли значительный вклад в понимание фундаментальных 
принципов их работы.

Типы регуляторных элементов
Выделяют несколько типов регуляторных элементов ге­
нома: промоторы, энхансеры, инсуляторы и сайленсеры. 

Промоторы располагаются в районе точки старта тран­
скрипции и у эукариот представляют собой участок ДНК, 
на котором происходит сборка транскрипционного ком­
плекса, состоящего из главных факторов транскрипции, 
РНК-полимеразы и прочих регуляторных белков, в том 
числе опосредующих взаимодействие с энхансерами 
(Andersson, Sandelin, 2020). 

Энхансеры – это участки ДНК, содержащие сайты 
связывания транскрипционных факторов и кофакторов. 
В составе белкового комплекса они способны физически 
взаимодействовать с промотором гена и активировать 
его экспрессию (Shlyueva et al., 2014). Энхансеры могут 
оказывать влияние на целевые промоторы, находясь на 
значительном удалении и вне зависимости от взаимной 
пространственной ориентации (Pennacchio et al., 2013). 
Так, например, энхансер ZRS, доминантная мутация кото­
рого приводит к наследственным формам полидактилии, 
в геноме мыши находится приблизительно в 1 млн п. о. 
от контролируемого им гена Sonic hedgehog (Shh) (Let­
tice et al., 2014). В среднем энхансеры удалены от целе­
вых генов на 20–50 тыс. п. о. в геномах позвоночных и 
на 4–10 тыс. п. о. – в геноме плодовой мушки (Furlong, 
Levine, 2018). 

Регуляторная сеть взаимодействий энхансеров с промо­
торами может быть достаточно сложной. Отдельные гены 
имеют общие энхансеры с другими генами, подвергаются 
регуляции несколькими энхансерами и специфичными 
энхансерами в разных типах клеток организма. Так, экс­
прессия гена Arx контролируется четырьмя энхансерами 
в ткани мозга мыши (Dickel et al., 2018). Регуляция гена 
специфичными энхансерами наблюдается и при разви­
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тии патологий, например энхансер протоонкогена Myc 
располагается в районе сайта терминации транскрипции 
при раке поджелудочной железы, при раке прямой киш­
ки обнаруживается со стороны 5′-области гена, а в слу­
чае T-клеточного острого лимфобластного лейкоза – ниже 
3′-области гена (Sur, Taipale, 2016). 

В исследованиях на плодовой мушке было показано, 
что до 30 % энхансеров способно выступать в качестве 
дистанционных регуляторных элементов, не затрагивая 
при этом экспрессию генов, расположенных между ними 
и целевыми генами (Ghavi-Helm et al., 2014; Kvon et al., 
2014). Это означает, что должны существовать тонко на­
строенные регуляторные механизмы, обеспечивающие 
адресное взаимодействие промотора целевого гена и спе­
цифического энхансера. Выделяют несколько функцио­
нально пересекающихся концепций, описывающих ме- 
ханику организации промотор-энхансерных взаимодей­
ствий, основными из которых являются установление 
контактов посредством белковых гомо-олигомеров и фор­
мирование петель хроматина, в том числе под действием 
моторных белков, таких как РНК-полимераза II и когезин. 

В регуляции пространственной структуры хроматина 
важную роль играют регуляторные элементы – инсу­
ляторы. Взаимодействуя со специфическими белками, 
инсуляторы способны блокировать энхансер-промотор­
ные взаимодействия и предотвращать распространение 
репрессивных меток хроматина, выступая в качестве 
барьерных элементов (Kellum, Schedl, 1991, 1992; Geyer, 
Corces, 1992; Cai, Levine, 1995). С развитием современных 
методов анализа пространственной структуры ядра стало 
очевидным, что функциональное влияние инсуляторов во 
многом определяется их участием в регуляции внутри- и 
межхромосомных контактов (Yang, Corces, 2011). Инсу­
ляторные белки играют ключевую роль в формировании 
обособленных друг от друга участков генома протяжен­
ностью порядка сотен тысяч пар нуклеотидов – тополо­
гически ассоциированных доменов (ТАД) (Dixon et al., 
2012). Такие участки характеризуются высокой частотой 
внутренних ДНК-контактов и нередко ограничены сай­
тами связывания инсуляторных белков, а также активно 
транскрибируемыми генами (Phillips-Cremins et al., 2013; 
Rao et al., 2014). Наряду с регуляцией пространственной 
структуры ядра, инсуляторы вовлечены во множество 
регуляторных процессов, среди которых активация и ре­
прессия генной экспрессии, альтернативный сплайсинг, 
паузирование РНК-полимеразы (Shukla et al., 2011; Paredes 
et al., 2013; Phillips-Cremins, Corces, 2013). 

Функция сайленсеров заключается в подавлении экс­
прессии генов, такая репрессия в основном осуществля­
ется посредством установления репрессивных хромати­
новых меток и конкуренции с активирующими белками 
(Li et al., 2004; Srinivasan, Atchison, 2004; Harris et al., 2005; 
Lanzuolo et al., 2007; Tiwari et al., 2008).

Идентификация  
регуляторных элементов генома
Развитие современных методов высокопроизводительно­
го анализа значительно ускорило и упростило поиск по­
тенциальных регуляторных элементов. Предположения 
о возможной регуляторной роли участка генома обычно 

строятся на нескольких типах данных: (1) оценка доступ­
ности ДНК для регуляторных белков, (2) наличие харак­
терных эпигенетических детерминант, (3) оценка генной 
экспрессии и (4) анализ пространственной структуры 
локуса. 

Определенные участки активных регуляторных эле­
ментов связаны со специфическими белками, в результа- 
те чего, как правило, свободны от нуклеосом. Для иден­
тификации локусов, свободных от нуклеосом и соот­
ветствующих потенциальным регуляторным элементам, 
используются методы оценки доступности ДНК для 
ДНКазы I (DNase-seq), микрококковой нуклеазы (MNase-
seq) и транспозазы Tn5 (assay for transposase-accessible 
chromatin, ATAC-seq) с последующим анализом высо­
копроизводительным секвенированием, а также метод 
FAIRE-seq (Nagy et al., 2003; Gaulton et al., 2010; Song, 
Crawford, 2010; Buenrostro et al., 2013). Эти методы спо­
собны идентифицировать предполагаемые энхансеры, 
инсуляторы и сайленсеры, но не позволяют напрямую 
оценить, к какому функциональному классу принадлежит 
обнаруженный регуляторный элемент (Song et al., 2011; 
Murtha et al., 2014; Huang et al., 2019).

Геномное картирование специфичных факторов хро­
матина и гистоновых модификаций также применяется 
для идентификации отдельных классов регуляторных 
элементов. Основной метод оценки представленности 
таких эпигенетических детерминант в том или ином райо­
не генома – это метод иммунопреципитации хроматина 
с  последующим массовым параллельным секвенирова­
нием (ChIP-seq). Характерной гистоновой модифика­
цией промоторов является гистон H3, трижды метили­
рованный по остатку лизина в 4-й позиции (H3K4me3) 
(Bernstein et al., 2005). Монометилирование по этой же 
позиции гистона H3 ассоциировано с энхансерами, при­
чем одновременное наличие модификации H3K27me3 
свидетельствует о подготовленном к активации состоянии 
энхансера, в то время как наличие H3K27ac – об актив­
ном состоянии (Heintzman et al., 2007; Creyghton et al., 
2010; Rada-Iglesias et al., 2011; Bonn et al., 2012; Arnold 
et al., 2013). Для энхансеров свойственно обогащение 
гистоновой ацетилтрансферазой p300 (Visel et al., 2009). 
Картирование специфических транскрипционных факто­
ров также используется для идентификации энхансеров. 
Так, например, области ДНК, обогащенные гистоновыми 
метками активных энхансеров, белками комплекса Me­
diator и мастер-регуляторами Oct4, Sox2, Nanog, Klf4 и 
Esrrb, представляют так называемые супер-энхансеры, 
контролирующие экспрессию тканеспецифичных наборов 
генов в эмбриональных стволовых клетках (Whyte et al., 
2013). Для идентификации инсуляторов у позвоночных 
анализируют геномное распределение белка CTCF и ко­
факторов, задействованных в формировании петель, таких 
как Rad21 и YY (Dixon et al., 2012, 2015; Nora et al., 2017; 
Rao et al., 2017). Сайленсеры же, как правило, обогащены 
гистоновой модификацией H3K27me3, ассоциирован­
ной с действием белков-репрессоров группы Polycomb, 
а также модификациями H3K9me2/3, характерными для 
гетерохроматина (Barski et al., 2007).

Как уже упоминалось ранее, пространственная органи­
зация ядра опосредует взаимодействие целевых локусов 
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генома и дистальных регуляторных элементов. Простран­
ственную структуру хроматина изучают методами фикса­
ции ДНК-ДНК-контактов, берущими начало от метода 3С 
(chromosome conformation capture) (Dekker et al., 2002; 
Tolhuis et al., 2002). Наиболее широко используемый ме­
тод HiC позволяет определять ДНК-контакты в масштабах 
генома и не требует исходных предположений о конкрет­
ных контактирующих фрагментах, в отличие от более 
ранних методов (Gavrilov et al., 2009; Lieberman-Aiden et 
al., 2009). Комбинации методов анализа пространственной 
структуры хроматина и иммунопреципитации хроматина 
(ChIA-PET, HiChIP и PLAC-ChIP) дают возможность 
устанавливать ДНК-контакты в областях генома, специ­
фически обогащенных конкретными хроматиновыми 
белками или модификациями гистонов (Fullwood, Ruan, 
2009; Fang et al., 2016; Mumbach et al., 2016). Анализ 
ДНК-ДНК-контактов позволяет идентифицировать про­
мотор-энхансерные взаимодействия, выделять ТАД и 
более крупные компартменты хроматина.

Полученные в ходе исследовательских работ данные 
об эпигенетических характеристиках и пространствен­
ной организации геномов модельных объектов доступны 
широкому кругу исследователей и депонируются в базах 
данных ENCODE, The Epigenome Roadmap, FANTOM и 
прочих (Birney et al., 2007; Bernstein et al., 2010; Andersson 
et al., 2014; Forrest et al., 2014; Kellis et al., 2014; Kundaje 
et al., 2015). Информация из таких открытых источников 
активно используется для предсказания и поиска потен­
циальных регуляторных элементов. 

Однако необходимо учитывать, что методики анализа 
взаимодействий белок-ДНК и ДНК-ДНК способны детек­
тировать нефункциональные взаимодействия, это может 
приводить к получению ложнопозитивных результатов. 
Локальное обогащение характерными эпигенетически­
ми детерминантами, обнаруженное методом ChIP-seq, 
не обязательно свидетельствует о наличии регуляторного 
элемента в данном районе генома (Kvon et al., 2012). Это 
связано с тем, что для реализации функции регуляторно­
го элемента часто требуется координированное связыва­
ние ряда транскрипционных факторов, и наличия толь­
ко одного из них просто недостаточно (Halfon et al., 2000; 
Sandmann et al., 2007). 

Нефункциональное связывание транскрипционного 
фактора может быть транзиентным и обусловленным 
общей ДНК-связывающей активностью (Hammar et al., 
2012). Метод иммунопреципитации хроматина детекти­
рует такие транзиентные взаимодействия, поскольку осно­
ван на фиксации хроматина формальдегидом с форми- 
рованием ковалентных сшивок между ДНК и ассоцииро­
ванными белками. Некоторое время назад были предло­
жены модификации метода, которые исключают необхо­
димость фиксации хроматина и потенциально улучшают 
точность метода (Skene, Henikoff, 2017; Kaya-Okur et al., 
2019). В вариации метода CUT&RUN используется микро­
кокковая нуклеаза, слитая с белком А (Skene, Henikoff, 
2017). Белок А связывается со специфическими антитела­
ми на исследуемый белок, а микрококковая нуклеаза вно­
сит разрывы ДНК в области его связывания. Это позволяет 
выделить короткие геномные фрагменты, обогащенные 
исследуемым белком, и проанализировать их представлен­

ность высокопроизводительным секвенированием. В ме- 
тоде CUT&TAG вместо нуклеазы используется транс­
позаза Tn5, что дает возможность одновременно внедрить 
ДНК-адаптеры для проведения массового параллельного 
секвенирования, которые будут фланкировать сайт узна­
вания исследуемого белка (Kaya-Okur et al., 2019). Ука­
занные методы были разработаны сравнительно недавно 
и пока не получили широкого применения.

Появление ложнопозитивных результатов в экспери­
ментах ChIP-seq также может быть связано с эксперимен­
тальными вариациями, такими как режим фрагментации 
хроматина, глубина секвенирования и величина порого­
вых значений для идентификации сайтов связывания (Rye 
et al., 2011; Gomes et al., 2014; Jung et al., 2014). Важно 
также отметить, что при наличии высоко- и низкоафинных 
сайтов связывания белков метод ChIP-seq детектирует 
преимущественно все же высокоафинные (Nettling et al., 
2016). Такая особенность также является ограничением 
метода, поскольку появляется все больше свидетельств в 
пользу того, что неоптимальные сайты связывания транс­
крипционных факторов в составе энхансеров необходимы 
для тонкой регуляции активности генов в ходе развития 
(Crocker et al., 2015, 2016; Farley et al., 2015). 

Помимо технических ограничений методов анализа, 
важно отметить, что нередко функциональные регуля­
торные элементы демонстрируют наличие эпигенетиче­
ских детерминант, в целом не характерных для их класса. 
В качестве примера можно привести экспериментально 
обнаруженные сайленсеры в культурах клеток K562  и 
HepG2В, которые, согласно данным базы ENCODE, по­
мимо обогащения репрессивными гистоновыми моди­
фикациями H3K9me3 и H3K27me3, содержали также 
гистоновые метки активного хроматина H3K36me3 и 
H3K79me2 (Pang, Snyder, 2020). Ввиду эксперименталь­
ных ограничений методов, вариабельности функций эпи- 
генетических детерминант и участия множества компо­
нентов в реализации функций элементов генома опреде­
ление их регуляторной роли часто требует той или иной 
функциональной проверки. 

Методы исследования энхансеров
Основными методами оценки функциональной роли 
регуляторных элементов генома являются вариации ре­
портерного анализа. Одной из первых работ, в которой 
была продемонстрирована функциональная роль регуля­
торных элементов генома, была посвящена исследованию 
энхансера раннего гена вируса SV40 (Banerji et al., 1981). 
В ней показано, что фрагмент ДНК из двух повторов про­
тяженностью 72 п. н., расположенный в районе 5′-конца 
раннего гена вируса SV40, в составе генетической кон­
струкции способен более чем в 200 раз активировать экс­
прессию гена β-глобина кролика в клетках HeLa (Banerji 
et al., 1981). 

Стандартные генетические конструкции, используемые 
для анализа активности энхансеров, содержат репортер­
ный ген под контролем минимального промотора, который 
не способен обеспечить экспрессию без дополнительного 
активирующего воздействия. В состав конструкции вво­
дят геномную последовательность энхансера, причем 
она может располагаться как перед промотором, так и за 
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кодирующей последовательностью репортерного гена. 
Полученной конструкцией трансформируют клетки и 
оценивают изменение экспрессии репортерного гена от­
носительно контрольной конструкции, в которой отсут­
ствует потенциальный энхансер. 

Одна из первых работ, направленная на функциональ­
ное тестирование энхансеров в масштабе всего генома 
in vivo, была основана на принципах классического ре­
портерного анализа (Kvon et al., 2014). Для исследования 
было использовано около 8000 линий Drosophila  mela­
nogaster, содержащих в одном и том же участке генома 
трансгенную конструкцию, состоящую из последователь­
но расположенных: потенциального энхансера, мини­
мального промотора и гена белка Gal4. Методом in situ 
гибридизации оценивалась экспрессия Gal4 на разных 
стадиях эмбриогенеза, причем для каждого потенциаль­
ного регуляторного элемента было проанализировано по 
400 эмбрионов, находящихся на разных стадиях развития. 
Было идентифицировано более трех  тыс. энхансеров. 
Около четверти из них были расположены вблизи регу­
лируемых генов и чуть более четверти – на удалении в 
20–100 т. п. н., в среднем же они находились на расстоянии 
в 10 т. п. н. от генов-мишеней (Kvon et al., 2014). Ориенти­
ровочно треть обнаруженных энхансеров располагалась в 
межгенных областях регулируемых генов. Впоследствии 
также было функционально подтверждено, что энхансеры 
способны регулировать не только близлежащие, но и рас­
положенные через один либо два гены (Kvon et al., 2014). 
Полученные данные значительно расширили представле­
ния о фундаментальных принципах функционирования 
энхансеров, однако выполнение подобных проектов тре­
бует колоссальных затрат времени и ресурсов.

Методы высокопроизводительного 
репортерного анализа энхансеров
Методы высокопроизводительного репортерного анализа 
пришли на смену классическим подходам и позволяют 
исследовать тысячи регуляторных последовательностей в 
одном эксперименте. Можно выделить два принципиаль­
ных подхода для проведения таких исследований (рис. 1). 
В рамках первого в составе репортерных конструкций под 
контролем фрагмента генома – потенциального энхансера 
и минимального промотора – располагается репортерный 
ген, содержащий перед сигналом полиаденилирования 
вырожденную короткую нуклеотидную последователь­
ность – ДНК-баркод (см. рис. 1, а). В случае активации 
экспрессии репортерного гена, ДНК-баркод будет содер­
жаться на 3′-конце его транскрипта. Высокопроизводи­
тельным секвенированием полученного пула конструкций 
определяют уникальные ДНК-баркоды, соответствующие 
каждому из исследуемых фрагментов генома (рис.  2). 
После проведения трансгенеза с использованием таких 
конструкций выполняется анализ представленности ДНК-
баркодов методом высокопроизводительного анализа 
транскриптома (RNA-seq). Уровень экспрессии того или 
иного ДНК-баркода позволяет сделать вывод об активи­
рующей способности соответствующего ему конкретного 
регуляторного элемента. Данный подход лежит в основе 
методов количественной оценки активности фрагментов 

генома, объединенных термином MPRA (massive parallel re­
porter assay), вариации которых будут рассмотрены в пред­
ставленном обзоре (Kwasnieski et al., 2012, 2014; Melnikov 
et al., 2012; Kheradpour et al., 2013; Maricque et al., 2017).

Второй принципиальный подход позволяет оценить 
качественную способность фрагмента генома проявлять 
свойства энхансеров. На первом этапе подготавливается 
пул генетических конструкций, последовательно содер­
жащих исследуемый фрагмент генома, минимальный 
промотор и репортерный ген, кодирующий флуоресцент­
ный белок либо люциферазу. На следующем этапе про­
водится трансгенез полученным пулом конструкций и 
при помощи проточной цитометрии отбираются клетки, 
экспрессирующие флуоресцентный белок. Активация 
экспрессии репортерного гена означает, что фрагмент 
генома, содержащийся в составе конструкции, способен 
демонстрировать свойства энхансера. Из полученных 
клеток выделяют ДНК, амплифицируют фрагменты кон­
струкций, соответствующих исследуемым фрагментам 
генома, и осуществляют массовое параллельное секве­
нирование для идентификации конкретных фрагментов 
генома, обнаруживающих свойства энхансеров. К таким 
методам можно отнести FIREWACh и SIF-seq (Dickel et 
al., 2014; Murtha et al., 2014) (см. рис. 1, б, в). 

В настоящее время используют и комбинации двух 
подходов, описанных выше, когда на первом этапе мето­
дами проточной цитометрии отбирают клетки, несущие 
конструкции, содержащие потенциальные энхансеры. 
Затем количественно оценивают активирующую способ­
ность конкретных фрагментов генома посредством ана­
лиза представленности ДНК-баркодов методом RNA-seq 
(Maricque et al., 2018). 

Методы MPRA-анализа успешно применяются для ис­
следования активирующих свойств нуклеотидной по­
следовательности энхансеров, функционального влияния 
мотивов связывания регуляторных белков, а также для 
поиска и валидации энхансеров. С помощью такой методо­
логии изучали влияние одиночных мутаций в составе трех 
энхансеров, активных в клетках печени, – ALDOB, ECR11 
и LTV1 (Patwardhan et al., 2012). Для этого была синтези­
рована ДНК-библиотека, содержащая более 100 000 му- 
тированных вариантов исследуемых энхансеров. Такие 
фрагменты были клонированы в конструкции, содержа­
щие минимальный промотор, ген люциферазы и транскри­
бируемые ДНК-баркоды. Полученные ДНК-библиотеки 
вводили в печень мышей, и спустя сутки транскриптом 
клеток печени был проанализирован методом RNA-seq 
(Kim, Ahituv, 2013). 

В результате анализа установлено, что большинство 
одиночных мутаций оказывали слабый эффект на актив­
ность исследуемых энхансеров. Кроме того, показано, что 
нарушающие функцию энхансера мутации затрагивают 
предсказанные биоинформатическими методами сайты 
связывания активных в клетках печени транскрипционных 
факторов HNF4 и HNF1 (Kel et al., 2003). Важно отме­
тить, что эксперимент также продемонстрировал серьез­
ные расхождения в теории и практике. Так, в составе эн­
хансера ECR11 мутации, вызывающие функциональные 
нарушения, были сконцентрированы в районе, не содержа- 
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Схема генетической конструкции Метод анализа
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Рис. 1. Схема генетических конструкций, используемых для проведения MPRA-анализа (а–г) и метода TRIP. 
pA – сигнал полиаденилирования; LTR – длинный концевой повтор; Ub – промотор убиквитина; HygroR – ген резистентности к гигромицину; Hprt exon – 
экзон гена Hprt.

Рис. 2. Принцип работы методов MPRA-анализа.
а – на первом этапе MPRA-анализа подготавливают пул потенциальных регуляторных последовательностей. Для получения таких последовательностей 
используются технологии синтеза либо обогащение методами иммунопреципитации хроматина и пр. Затем создают пул генетических конструкций, 
содержащих минимальный промотор и репортерный ген под контролем исследуемых регуляторных элементов. Каждому регуляторному элементу в 
составе таких конструкций соответствует уникальный ДНК-баркод, располагающийся на конце кодирующей последовательности репортерного гена;  
б – после проведения трансфекции клеток полученными конструкциями, в случае если исследуемый регуляторный элемент проявляет свойства энхан-
сера, происходит активация экспрессии репортерного гена. Методом RNA-seq оценивается уровень экспрессии уникальных ДНК-баркодов в траскрип-
томе клетки. Нормализация на представленность ДНК-баркодов в исходном пуле генетических конструкций и установление соответствия уникальных 
ДНК-баркодов конкретным ДНК-фрагментам позволяют сделать вывод о наличии регуляторной функции последних. 

Библиотека ДНК-баркодов

Последовательности потенциальных энхансеров

Минимальный 
промотор

Минимальный 
промотор

Репортерный 
ген

Репортерный 
ген

а

Чи
сл

о 
пр

оч
те

ни
й

Трансфекция
Секвенирование

б



S.E. Romanov, D.A. Kalashnikova 
P.P. Laktionov

350 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2021 • 25 • 3

Methods of massive parallel reporter assays  
for investigation of enhancers

щем предсказанных сайтов связывания транскрипцион­
ных факторов, мутации же в области, имеющей большин­
ство таких предсказанных сайтов, не приводили к измене­
нию активности энхансера. С одной стороны, это наглядно 
демонстрирует, что MPRA-анализ применим для уточне­
ния границ энхансеров, а с другой, подчеркивает важность 
экспериментальной проверки предиктивных данных.

Методологию MPRA также используют для de novo 
поиска и валидации предсказанных энхансеров. Элегант­
ный подход поиска энхансеров был реализован в методе 
STARR-seq (Arnold et al., 2013) (см. рис. 1, г). Авторы 
использовали способность энхансеров активировать экс­
прессию вне зависимости от положения относительно 
гена и разработали репортерные конструкции, в составе 
которых за минимальным промотором следовала откры­
тая рамка считывания, в которую клонировали исследуе­
мый фрагмент генома. После трансформации клеток 
такими конструкциями, в случае если участок генома 
проявляет энхансерную функцию, это будет приводить 
к его транскрипции. Уровень же представленности этого 
фрагмента в транскриптоме клетки позволяет сделать 
вывод о выраженности активирующей функции. Такой 
подход полностью исключает необходимость применения 
ДНК-баркодов, поскольку в их роли выступают сами ис­
следуемые фрагменты. 

Для проведения эксперимента была подготовлена биб­
лиотека плазмид, содержащих миллионы случайных фраг­
ментов генома плодовой мушки. После трансфекции куль­
туры клеток S2 был проведен высокопроизводительный 
анализ профиля транскрипции методом RNA-seq. Были 
идентифицированы тысячи геномных фрагментов, демон­
стрирующих свойства энхансеров. Наиболее активные 
из них находились вблизи генов домашнего хозяйства и 
транскрипционных факторов, контролирующих развитие. 
Показано также, что около трети фрагментов, проявляю­
щих ярко выраженные активирующие свойства, в геноме 
клеток S2 располагались в областях закрытого хроматина, 
в котором отсутствовала модификация активных энхансе­
ров H3K27ac. Таким образом, маловероятно, что в геноме 
исследуемых клеток эти фрагменты способны выполнять 
роль энхансеров, и эта находка, скорее, подчеркивает не­
которые ограничения эписомных методов MPRA, которые 
будут рассмотрены ниже. 

Интересная модификация метода STARR-seq была ис­
пользована в работе по исследованию энхансеров в эм­
бриональных стволовых клетках (ЭСК) человека (Barakat 
et al., 2018). В оригинальной работе (Arnold et al., 2013) 
ДНК-библиотеки были созданы путем ультразвуковой 
дезинтеграции геномной ДНК D. melanogaster и массового 
клонирования полученных фрагментов. Однако такой 
подход плохо применим для более крупных геномов, по­
скольку достижение достаточной представленности ре­
гуляторных элементов в итоговых ДНК-библиотеках – 
крайне затруднительная задача. Действительно, согласно 
расчетным данным, применение оригинального метода 
STARR-seq для исследования регуляторных элементов 
генома мыши потребует создания более 200 млн уникаль­
ных конструкций (Murtha et al., 2014). Эксперименталь­
ная проверка показала, что использование плазмидной 
библиотеки, содержащей 1.3 млн уникальных фрагмен­

тов генома человека, позволило идентифицировать лишь 
шесть энхансеров (Murtha et al., 2014).

Для преодоления этого ограничения был предложен ме­
тод ChIP-STARR-seq, в рамках которого на первом этапе 
методом иммунопреципитации хроматина проводили 
выделение фрагментов генома, обогащенных транскрип­
ционными факторами OCT4, NANOG, а также гисто­
новыми модификациями H3K4me1 и H3K27ac (Barakat 
et al., 2018). Полученные ДНК-фрагменты затем были 
клонированы в состав ДНК-библиотек, аналогичных ис­
пользуемым в оригинальном методе. Было установлено, 
что только часть фрагментов генома, демонстрирующих 
обогащение указанными факторами, проявляла энхан­
серную активность. Лишь около 25 % фрагментов, свя­
занных OCT4, демонстрировали свойства энхансеров. 
Для фрагментов, обогащенных NANOG и гистоновыми 
модификациями H3K4me1 и H3K27ac, эта доля состави­
ла 15, 9 и 10 % соответственно. Показано, что ни отдель­
ные факторы, ни их комбинации не способны однозначно 
предсказать энхансеры. Кроме того, выявлена группа 
энхансеров, ассоциированных с регуляцией общих кле­
точных процессов, которые ранее не были обнаружены в 
эмбриональных стволовых клетках. Оказалось, что такие 
энхансеры демонстрируют достаточно слабое обогащение 
ТФ OCT4 и NANOG, а также гистоновой модификацией 
H3K4me1, и, вероятно, по этой причине раньше их не 
детектировали в поисковых работах на основе метода 
иммунопреципитации хроматина. 

Депонированная в базах данных информация о ге­
номном распределении гистоновых модификаций и 
регуляторных белков, а также доступности хроматина 
дает возможность предполагать, какие участки генома 
способны проявлять свойства энхансеров. С примене­
нием MPRA-методологии исследована активность ре­
гуляторных элементов клеток K562 и эмбриональных 
стволовых клеток человека E1, идентифицированных на 
основе анализа структуры хроматина и аннотированных 
в базе ENCODE (Kwasnieski et al., 2014). Оказалось, что 
лишь около четверти из них оказывали влияние на экс­
прессию генов, что подчеркивает важность подобной 
экспериментальной проверки (Kwasnieski et al., 2014). 
Вместе с тем подобный эффект может быть обусловлен 
экспериментальными ограничениями описанных методов 
MPRA. Например, тем фактом, что описанные выше под­
ходы являются эписомными – репортерные конструкции 
не встраиваются в геном, а значит, активность энхансеров 
оценивается вне хроматинового контекста. Значительные 
отличия в активности энхансеров в составе плазмид и при 
интеграции в геном были подтверждены и эксперимен­
тально (Inoue et al., 2017).

Такое экспериментальное расхождение выглядит ло­
гичным, ведь наблюдение о влиянии структуры хрома­
тина на регуляцию генов было продемонстрировано в 
классических генетических экспериментах еще в начале 
прошлого века (Muller, 1930). Применение оригинального 
высокопроизводительного метода репортерного анализа 
(метод TRIP), пересекающегося с MPRA-подходами, по­
зволило детализировать локальные эффекты хроматина 
на экспрессию генов в эмбриональных стволовых клетках 
мыши (Akhtar et al., 2013) (рис. 1, д). В этом исследова­
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ниии с использованием системы геномной интеграции на 
основе транспозазы PiggyBac в геном клеток были случай- 
ным образом встроены репортерные конструкции, содер­
жащие на 3′-конце репортерного гена уникальные ДНК-
баркоды. 

На следующем этапе такие встройки были прокарти­
рованы, и каждый ДНК-баркод ассоциирован с конкрет­
ным геномным локусом. Суммарно было получено более 
17 тыс. таких встроек. Далее при помощи метода RNA- seq 
были проанализированы представленности ДНК-бар­
кодов, что позволило оценить  транскрипционную ак­
тивность каждой встройки и влияние на нее локальной 
структуры хроматина. Репортерные конструкции, инте­
грированные в районы компактизованного хроматина и 
области доменов, ассоциированных с ядерной ламиной, 
ожидаемо демонстрировали сниженный уровень экспрес­
сии. Репортерные же конструкции, располагающиеся в 
пределах 200 т. п. н. от активных генов, также транскриби­
ровались более активно. Интересно, что приблизительно 
в таких же границах наблюдалась повышенная встречае­
мость энхансеров. Энхансеры оказывали активирующее 
влияние на экспрессию репортерных конструкций на уда­
лении вплоть до 20 т. п. н. Важно отметить, что в данном 
случае речь идет о линейном расстоянии и не учитывается 
пространственная структура хроматина. Предполагается, 
что формирование протяженных активно транскрибирую­
щихся участков обусловлено воздействием нескольких 
энхансеров. Это дополнительно подчеркивает необходи­
мость исследования регуляторных элементов в условиях, 
приближенных к нативным.

Влияние хроматина на функцию регуляторных эле­
ментов в той или иной степени учитывается в методах 
MPRA-анализа, подразумевающих геномную интеграцию 
репортерной конструкции (Dickel et al., 2014; Murtha et 
al., 2014; Maricque et al., 2017, 2018). Методы FIREWACh 
и SIF-seq были использованы для идентификации эн­
хансеров в ЭСК мыши, однако не позволяли оценивать 
активность регуляторных элементов количественно (см. 
общее описание подходов выше) (Dickel et al., 2014; Mur­
tha et al., 2014). 

Метод FIREWACh основан на геномной интеграции 
репортерных конструкций при помощи лентивирусной 
трансдукции (см. рис. 1, б). Такой метод геномной инте­
грации, хотя и демонстрирует некоторые закономерности, 
все же обеспечивает встройки конструкции в случайные 
области генома (Yang et al., 2008). Следовательно, адек­
ватное сравнение активности различных регуляторных 
элементов затруднительно, поскольку с высокой долей 
вероятности репортерные конструкции будут встраиваться 
в различные участки генома с непредсказуемым влиянием 
локального хроматинового окружения.

Метод SIF-seq лишен этого недостатка, поскольку ин­
теграция репортерных конструкций осуществляется в 
один и тот же участок генома, расположенный в районе 
гена Hprt (Dickel et al., 2014) (см. рис. 1, в). Однако в 
этом случае все тестируемые регуляторные элементы 
потенциально оказываются в одинаковом хроматиновом 
окружении. Поскольку корректная работа энхансера 
определяется специфическим набором хроматиновых 

факторов, высока вероятность того, что он станет не­
функционален, будучи перенесенным в нетождественное 
хроматиновое окружение.

Рассмотренные выше подходы не позволяли ответить 
на один из основополагающих вопросов в области пони­
мания принципов работы энхансеров, а именно, в какой 
степени их активность определяется последовательностью 
ДНК, а в какой – свойствами окружающего хроматина? 
Систематическое исследование этого вопроса проведено 
в работе, в которой было изучено влияние различного 
хроматинового окружения на сравнительную активность 
энхансеров (Maricque et al., 2018). В этом исследовании 
были подготовлены 15 линий клеток K562, содержащих 
единичные встройки репортерных конструкций, рас­
полагающиеся в различном хроматиновом окружении 
и содержащие сайты распознавания Cre-рекомбиназы 
(loxP), позволяющие направленно встраивать трансгены. 
Важно отметить, что в составе таких встроек за пределами 
фланкированного loxP-сайтами фрагмента находились 
ДНК-баркод и сигнал полиаденилирования, причем каж­
дой линии соответствовал единственный уникальный 
ДНК-баркод. 

Описанные линии были объединены в общий пул, с 
использованием которого проводили Cre-опосредованную 
направленную интеграцию конструкций, содержащих 
репортерный ген, оканчивающийся транскрибируемым 
вырожденным ДНК-баркодом, под контролем мини­
мального промотора и исследуемого фрагмента генома. 
В  качестве таких фрагментов были 300 искусственно 
синтезированных регуляторных элементов, которые ранее 
были исследованы методом эписомного MPRA-анализа 
и ранжированы по уровню активности (Kwasnieski et al., 
2014). Для каждого геномного фрагмента предваритель­
но были установлены соответствующие им уникальные 
ДНК-баркоды. При успешной интеграции происходила 
замена исходной loxP-кассеты на репортерную конструк­
цию, содержащую предполагаемые энхансеры. Причем в 
случае активации репортерного гена в его составе будут 
транскрибироваться два ДНК-баркода, один из которых 
позволяет установить исследуемый регуляторный эле­
мент, а второй – определить, в клетки какой линии про­
изошла встройка, и, следовательно, выяснить, в каком 
хроматиновом окружении находится данная репортерная 
конструкция. Анализ представленности комбинаций 
ДНК-баркодов в транскриптоме клеток дал возможность 
оценить уровень активности исследуемых регуляторных 
элементов в различном хроматиновом окружении. Было 
установлено, что хроматиновое окружение ожидаемо ока­
зывает серьезный эффект на активность цис-элементов. 
Однако в одном и том же хроматиновом окружении 
сравнительная активность различных регуляторных эле­
ментов сохраняется. Продемонстрировано также, что ак­
тивность промотора влияет на экспрессию репортерных 
конструкций, но вместе с тем не меняет сравнительную 
активность регуляторных элементов. Полученные резуль­
таты свидетельствуют в пользу модели, согласно которой 
нуклеотидная последовательность энхансера определяет 
его общую активность, которая уже модулируется струк­
турой хроматинового окружения. 
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Заключение
Методы MPRA дают возможность детально исследовать 
регуляторный потенциал фрагментов генома и служат 
удобным инструментом для исследования влияния вариа­
ций нуклеотидной последовательности на их функцию. 
Однако необходимо отметить ограничения методов, кото­
рые должны учитываться при интерпретации полученных 
результатов. Общий недостаток всех вариаций методов 
MPRA – это необходимость использования минимально­
го промотора, который не способен активировать экспрес­
сию репортерного гена в отсутствие энхансера, поскольку 
наличие базальной активности может существенно ис­
кажать результаты. Вместе с тем выбранный промотор 
может в значительной мере воздействовать на активность 
конкретного энхансера (Zabidi et al., 2015; Maricque et al., 
2018). Идеальным экспериментом представляется анализ 
активности энхансеров в комбинации с различными про­
моторами, однако выполнение таких работ представляется 
крайне сложным и трудоемким. 

Синтез фрагментов ДНК, используемых в качестве ис­
следуемых регуляторных элементов, накладывает огра­
ничения на общую длину такого фрагмента. Как правило, 
длина исследуемых фрагментов ограничена прибли­
зительно 200 п. н., что часто усложняет анализ вклада 
остальных участков энхансеров, выпадающих за эти пре­
делы (Kwasnieski et al., 2014). Основанные на эписомных 
конструкциях методы MPRA не учитывают возможного 
влияния хроматинового окружения на регуляторный эле­
мент, поэтому могут быть использованы для исследования 
непосредственной активирующей способности последо­
вательности ДНК. Методы MPRA, включающие геномную 
интеграцию репортерных конструкций, позволяют в не- 
которой степени преодолеть это ограничение. Однако слу­
чайная или сайт-специфичная интеграция все же не может 
обеспечить исследование активности регуляторного эле­
мента в нативном хроматиновом окружении. Это являет­
ся серьезным ограничением методов MPRA, поскольку 
функция регуляторного геномного  элемента зависит от 
структуры окружающего хроматина и пространственной 
организации локуса. 

Современные  методы высокопроизводительного на­
правленного мутагенеза CRISPR/Cas9, а также методы 
направленной модуляции экспрессии, использующие 
инактивированную форму эндонуклеазы Cas9 (dCas9), 
слитой с активаторными либо репрессорными белками, 
позволяют исследовать регуляторные элементы в натив­
ном геномном окружении (Chavez et al., 2015; Sanjana et 
al., 2016; Canver et al., 2017; Li et al., 2020). При очевид­
ных преимуществах, такие методы также не лишены по­
тенциальных недостатков. Например, точечные замены, 
возникающие в результате направленного мутагенеза, 
могут оказаться недостаточными для нарушения функции 
энхансера. Кроме того, направленный мутагенез сопряжен 
с ошибками в распознавании целевых районов генома, по­
тенциально усложняющими интерпретацию полученных 
результатов. 

Важно отметить, что белок-репрессор KRAB, широко 
используемый для направленной инактивации энхансе­
ров, может инициировать формирование участков гете­
рохроматина протяженностью 1–2 т. п. н. (Gasperini et al., 

2019). Эта особенность может снижать разрешающую 
способность метода и усложнить определение конкретных 
функциональных фрагментов энхансера, а также усилить 
нежелательные побочные эффекты в случае наличия оши­
бочных сайтов узнавания dCas9. Помимо возможных 
технических сложностей, в случае успешного нарушения 
функции энхансера фенотипические проявления могут 
достаточно быстро восстанавливаться за счет предпо­
ложительного существования дублирующих энхансеров 
(Diao et al., 2016). 

Технологии MPRA и высокопроизводительные методы 
на основе системы CRISPR/Cas9, скорее, являются взаимо­
дополняющими для детального описания регуляторных 
функций исследуемых фрагментов генома. Вместе с об­
ширными массивами накопленных данных о структуре и 
пространственной организации хроматина в различных 
клетках и тканях использование таких методов дает воз­
можность значительно продвинуться в области понимания 
механизмов точной регуляции экспрессии генов в ходе 
развития и при различных патологиях. Все это позволяет 
надеяться, что в скором времени современная геномика 
сможет перейти от подробного функционального описа­
ния регуляторных элементов к созданию количественных 
биологических моделей регуляции генной экспрессии.
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