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В настоящее время в качестве мишеней для фармакологических препаратов используется лишь ма-
лая доля закодированных в геноме белков. Полногеномный поиск ассоциаций считается мощным
инструментом выявления локусов, задействованных в развитии комплексных заболеваний, таких
как аутоиммунные расстройства. Однако требуется дальнейшая работа по идентификации функци-
онально связанных с патогенезом однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) в ассоциированных
локусах и определению их генов-мишеней. Дело в том, что в большинстве случаев SNP являются
некодирующими, а их гены-мишени могут располагаться на расстоянии до миллионов пар основа-
ний от полиморфного участка. Используя биоинформатические инструменты и базы данных, мы
обнаружили пять межгенных, ассоциированных с аутоиммунными заболеваниями полиморфизмов с
высокой вероятностью каузативности, для которых не известны гены-мишени. Проанализировано вли-
яние этих SNP на активность окружающих энхансеров в составе плазмиды, кодирующей ген-репортер
люциферазы. Риск-аллель полиморфизма rs6832151(G) увеличивал экспрессию репортерного гена при
высокой активности соответствующего энхансера в Т-клеточной линии СЕМ. Гены-мишени этого по-
лиморфизма могут быть в дальнейшем установлены путем внесения точечных мутаций в геном и срав-
нения транскриптомов полученных сублиний, несущих альтернативные аллели rs6832151.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время многие аутоиммунные за-

болевания не поддаются полному терапевтиче-
скому контролю и приводят к инвалидности,
снижению качества жизни и ранней смерти боль-
ных. Суммарная распространенность этих забо-
леваний составляет 7.6–9.4% в мировой популя-
ции [1]. Аутоиммунные заболевания возникают
из-за дефектов в механизмах иммунологической
толерантности. Патологический процесс, вероят-
но, начинается с активации врожденного имму-
нитета после распознавания собственных или чу-
жеродных молекул, с последующим воспалением
и активацией аутореактивных Т- и В-клеток, ко-
торые в норме присутствуют у каждого человека
[2]. Наряду с факторами внешней среды и эпиге-

нетическими особенностями, на развитие этих
заболеваний существенно влияет генетический
компонент [3]. Полногеномные исследования ассо-
циаций (Genome-wide association studies, GWAS)
призваны выявить новые локусы, участвующие в
патогенезе комплексных заболеваний и таким об-
разом расширить наше понимание их механизмов
и возможности для терапии. С помощью масштаб-
ных GWAS были найдены сотни однонуклеотид-
ных полиморфизмов (single nucleotide polymor-
phisms, SNP), ассоциированных с аутоиммунными
патологиями. Большинство из этих SNP находятся
в некодирующих областях [4], что не позволяет
напрямую установить механизм их влияния на
патологический процесс.

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi 10.31857/S0026898420040175 для авторизованных пользователей.
Сокращения: ТФ – транскрипционный фактор; eQTL (expression quantitative trait loci) ‒ локусы, связанные с количествен-
ными изменениями в профиле экспрессии генов; GWAS (Genome-wide association studies) ‒ полногеномный поиск ассоци-
аций; GFI1 (Growth Factor Independent 1 Transcriptional Repressor) ‒ независимый от факторов роста репрессор транскрип-
ции 1; PICS (Probabilistic Identification of Causal SNPs) ‒ вероятностное определение каузативных SNP; SNP (single nucleo-
tide polymorphism) ‒ однонуклеотидный полиморфизм; H3K27Ac (acetylation of lysine 27 оn histone H3 protein subunit) ‒
ацетилирование Lys27 гистона H3; ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) ‒ энциклопедия элементов ДНК.
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Некодирующие SNP могут влиять на сплай-
синг РНК и ее стабильность, а также на актив-
ность промоторов и энхансеров, причем последнее
наиболее распространено и около 60% некодирую-
щих полиморфизмов, ассоциированных с аутоим-
мунными заболеваниями, расположены в энхансе-
рах, активных в тех или иных клетках иммунной
системы [5]. Определение генов-мишеней таких
полиморфизмов ‒ сложная задача. Широко при-
менявшаяся практика отнесения SNP к ближайше-
му гену оказалась необоснованной, так как было
показано, что полиморфизмы могут влиять на раз-
витие болезни, регулируя экспрессию одного или
нескольких генов на удалении до миллионов пар
оснований или на другой хромосоме, даже будучи
расположенными в интроне [6].

В настоящее время для определения генов-ми-
шеней доступны такие инструменты, как поиск
eQTL (expression quantitative trait loci – SNP, вли-
яющих на уровень экспрессии каких-либо генов),
путем анализа транскриптомов, геномное редак-
тирование и дополняющие их методы изучения
конформации хромосом (3С, 4С и т.п.) [6, 7]. При
поиске eQTL анализируют транскриптомы кле-
ток и тканей доноров, генотипированных по об-
ширной панели SNP, и выявляют связь между
уровнями экспрессии различных РНК и геноти-
пами. Этот метод позволяет обнаружить влияние
SNP на экспрессию in vivo, но в силу высокой ва-
риабельности в работе энхансеров в зависимости
от конкретного типа клеток или даже их функци-
онального состояния [8] это удается далеко не
всегда, хотя перечень исследованных субпопуля-
ций лимфоцитов продолжает расти и это ограни-
чение, возможно, будет преодолено в будущем.

Нас заинтересовали полиморфизмы с сильны-
ми признаками каузативности, для которых пока
неизвестны eQTL, поскольку в дальнейшем мы
планируем выявить их гены-мишени, используя
систему геномного редактирования CRISPR/Cas.
Получение сублиний релевантных клеточных ли-
ний, несущих альтернативные аллели таких
SNP, путем точного геномного редактирования
и сравнение их транскриптомов позволят обна-
ружить новых неочевидных участников патоге-
неза ассоциированных заболеваний. Данная проце-
дура очень трудоемка, поэтому кандидатные поли-
морфизмы должны быть тщательно подобраны с
помощью методов точного картирования [9]. Также
необходима предварительная оценка их функцио-
нальности в релевантных клеточных линиях, чтобы
отобрать наиболее перспективные для редактиро-
вания полиморфизмы и подходящую клеточную
модель.

Данная работа посвящена поиску межгенных
SNP, ассоциированных с аутоиммунными забо-
леваниями, для которых в настоящее время неиз-
вестны гены-мишени, и выбору из них наиболее

перспективных кандидатов для геномного редакти-
рования. Путем комплексного биоинформатиче-
ского анализа мы отобрали пять полиморфизмов с
наибольшей вероятностью каузативности и изучи-
ли их влияние на экспрессию гена-репортера в ряде
лейкоцитарных клеточных линий человека.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Отбор однонуклеотидных полиморфизмов с вы-

сокой вероятностью каузативности. При выборе
кандидатных SNP нами были использованы дан-
ные GWAS, полученные с применением чипа с
плотным покрытием аутоиммунных локусов и
локусов, задействованных в работе иммунной си-
стемы, ‒ Immunochip [5]. Для отбора потенциаль-
но функциональных SNP использован алгоритм
PICS (Probabilistic Identification of Causal SNPs,
https://pubs.broadinstitute.org/pubs/finemapping/),
разработанный Farh с соавторами. Этот алгоритм
позволяет вычислить вероятность каждого поли-
морфизма быть каузативным в каждой группе
SNP, сцепленных с индексным (при эмпириче-
ском пороге алгоритма r2 > 0.5), учитывая струк-
туру гаплотипов и картину ассоциаций в локусе.

Выбор полиморфизмов, лежащих в энхансе-
рах, характерных для иммунных клеток, прово-
дили с помощью сервиса USCS Genome Browser
(сборка ‒ февраль 2009 года, GRCh37/hg19) на ос-
нове эпигенетических данных проекта ENCODE
(https://www.encodeproject.org/, [10]) по ацети-
лированию Lys27 гистона H3 (H3K27Ac) для пер-
вичных иммуноцитов [11]. Для определения границ
энхансеров были учтены также данные по чувстви-
тельности к ДНКазе I и кластеризации факторов
транскрипции (ТФ) на ДНК. Контрольная после-
довательность (имеющая схожий размер, но не не-
сущая эпигенетических признаков активного эн-
хансера или репрессора в лейкоцитах) подбиралась
на неактивных участках генома согласно ком-
плексным эпигенетическим характеристикам про-
екта NIH Epigenomics Roadmap Consortium [12].

Координаты последовательностей представле-
ны в табл. 1. Эпигенетические данные представ-
лены на рис. 1S‒5S Приложения.

Оценка влияния альтернативных вариантов
SNP на вероятность связывания релевантных ТФ
проводилась с помощью сервиса PERFECTOS-APE
[13] с использованием баз данных HOCOMOCO11,
JASPAR и SELEX [14‒16]. Рассматривали белко-
вые факторы, для которых различие в аллельном
варианте SNP давало наибольшее теоретическое
изменение силы связывания ТФ (fold change > 5.0) и
наименьшее p-значение для мотива связывания
(p-value < 0.0005).

Получение репортерных конструкций. Последо-
вательности энхансеров, содержащие отобран-
ные полиморфизмы, и контрольная последова-
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тельность были получены методом полимеразной
цепной реакции (ПЦР) с использованием ком-
мерческой очищенной геномной ДНК человека
(“Promega”, США). Для получения конструкций
использовали праймеры, содержащие сайты ре-
стрикции (представлены строчными буквами в
табл. 2S Приложения) для рестриктазы BamHI
(кроме rs61972489 и rs2387397 – BglII) в прямых
праймерах и для SalI в обратных праймерах.

Полученные энхансеры и контрольная после-
довательность были клонированы в вектор pGL3-
basic (“Promega”) после гена люциферазы Lampy-
ridae с помощью рестриктаз BamHI(BglII)/SalI.
Синтетический промотор из вектора pGL4.24
(“Promega”) встраивали в плазмиду перед геном
люциферазы с использованием сайтов рестрик-
ции HindIII и NcoI. Препараты плазмид получали
с помощью наборов Plasmid Midiprep (“Евроген”,
Россия) и NucleoBond Xtra Midi EF (“Macherey-
Nagel”, Германия). Концентрации плазмид измеря-
ли на спектрофотометре NanoDrop™ 1000 (“Thermo
Fisher Scientific”, США) и выравнивали для сравни-
ваемых конструкций.

Получение альтернативных вариантов полимор-
физмов. Для получения последовательностей эн-
хансеров с альтернативными аллельными вариан-
тами SNP использовали ПЦР-мутагенез [17]. Одно-
нуклеотидные мутации были внесены праймерами
с точечной мутацией (табл. 3S Приложения), соот-
ветствующей альтернативному аллелю полимор-
физма, как описано ранее [18].

Клеточные линии. Линия MT-2 была получена
в рамках программы NIH AIDS Research and Ref-
erence Reagent Program. Клеточные линии U-937
и Raji были любезно предоставлены д.б.н. Прасо-
ловым В.С. (Институт молекулярной биологии им.
В.А. Энгельгардта РАН, Москва, Россия) и к.б.н.
Дмитриевым С.Е. (НИИ физико-химической
биологии им. А.Н. Белозерского, Москва, Россия)
соответственно. Клетки MP1, Reh и BJAB были лю-
безно предоставлены доктором Clark E.A. (Univer-
sity of Washington, США), CEM и Jurkat были

предоставлены д.б.н. Филатовым А.В. (ФГБУ
“ГНЦ институт иммунологии” ФМБА России,
Москва, Россия). Все клетки культивировали в
среде RPMI-1640 (“ПанЭко”, Россия) с добавле-
нием 10% FBS (“Biosera”, Франция), 2 мМ L-глю-
тамина (“Thermo Fisher Scientific”, США), 100 ед./мл
пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина (“Ther-
mo Fisher Scientific”, США) при 37°C и 5% CO2.
Активацию моноцитарной линии U-937 прово-
дили как описано ранее [19].

Люциферазный тест. Трансфекцию клеток ре-
портерными конструкциями проводили методом
электропорации с использованием Neon™ Trans-
fection System (“Thermo Fisher Scientific”, США)
[20]. Использовали носики объемом 100 мкл,
1.5 млн клеток на экспериментальную точку. Для
каждой линии предварительно проводили подбор
условий электропорации с плазмидой peGFP. Оп-
тимальными считались условия, при которых чис-
ло живых флуоресцирующих клеток было макси-
мальным (табл. 2).

Все клетки для одного эксперимента ресус-
пендировали в необходимом количестве буфера R
(из расчета 110 мкл на точку), который содержал
контрольную плазмиду, кодирующую ген люци-
феразы Renilla pRL-CMV (“Promega”, США), в
расчете 0.5 мкг на точку. Сигнал от контрольной
плазмиды использовали для нормализации на
внешние вариабельные параметры, такие как эф-
фективность трансфекции, эффективность лизи-
са клеток перед измерением люминесцентного
сигнала и т. п. Далее суспензию клеток делили по
экспериментальным точкам и на каждую незави-
симо добавляли 5 мкг плазмиды, содержащей по-
следовательности исследуемых энхансеров. Через
24 ч клетки лизировали и измеряли сигналы люци-
фераз с использованием набора Dual-Luciferase Re-
porter Assay System (“Promega”, США) и планшет-
ного люминометра Hidex Bioscan Plate Chameleon
Luminometer с программным обеспечением Mi-
croWin 2 000 software. При проведении люцифе-
разного теста использовали минимум два препа-

Таблица 1. Координаты SNP и соответствующих энхансеров, клонированных в репортерные векторы (сборка
генома человека от февраля 2009 г., GRCh37/hg19)

SNP Координаты SNP Координаты последовательностей 
энхансеров

rs6832151 chr4:40303633 chr4:40302685-40304960

rs4772201 chr13:100086259 chr13:100085858-100087493

rs2163226 chr2:43361256 chr2:43360220-43361931

rs61972489 chr13:100085274 chr13:100083789-100086058

rs2387397 chr10:6390192 chr10:6388584-6391070

Контрольная последовательность – chr17:38087831-38089396
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Таблица 2. Условия электропорации для каждой клеточной линии
Клеточная линия Напряжение, В Длительность импульса, мс Количество импульсов

CEM 1400 20 1
Jurkat 1350 10 3
MT-2 1400 30 1
Reh 1300 10 3
Raji 1300 30 1
MP1 1300 10 3
BJAB 850 30 2
U-937 1400 30 1

рата плазмид, чтобы учесть вклад возможной ва-
риабельности чистоты препаратов.

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическую значимость различия в сигнале люцифе-
разы между альтернативными аллелями SNP опре-
деляли с использованием двустороннего критерия
Стьюдента для непарных выборок с неравными
дисперсиями [21]. Расчет выполняли в MS Excel
2016 (“Microsoft”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В результате комплексного биоинформатического 
анализа найдено пять межгенных SNP

с высокой вероятностью каузативности
и неизвестными мишенями

Из данных GWAS, которые были получены с
помощью Immunochip и проанализированы Farh
с соавторами с помощью математического алго-
ритма точного картирования PICS, отобрали 77
полиморфизмов по нескольким критериям:

● относительная вероятность каузативности
(PP, PICS Probability) более 0.1;

● пересечение с энхансерной областью хотя бы
в одном релевантном типе клеток;

● расположение в межгенных участках (SNP
должен находиться вне тела гена и выше 100 тыс.
п.н. от старта транскрипции);

● не является eQTL, то есть для полиморфизма
не должны быть известны гены-мишени.

Отсортированный по величине отношения рис-
ков (Odds Ratio, OR) список представлен в табл. 1S
Приложения (полиморфизмы, отобранные для
функционального анализа, представлены в табл. 3).

Далее индивидуально для каждого из 77 ото-
бранных полиморфизмов по данным ENCODE
проанализировали расположение относительно
областей посадки ТФ, гиперчувствительности к
ДНКазе I и ChIP-seq-пиков H3K27Ac в несколь-
ких субпопуляциях первичных лейкоцитов:
В-клетках, Т-клетках, наивных CD4+ αβТ-клетках,
CD4+ αβТ-клетках памяти, CD8+ αβТ-клетках,
CD4+CD25+ αβТ-регуляторных клетках, NK-клет-
ках, нейтрофилах и CD14+ моноцитах. В результа-
те найдено пять полиморфизмов, находящихся в
областях с признаками активных лейкоцитарных

Таблица 3. Отсортированный по величине отношения рисков (OR – Odds Ratio) список отобранных для иссле-
дования полиморфизмов с высокой вероятностью каузативности и неизвестными генами-мишенями

a Значения OR приведены согласно GWAS Catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas), для rs61972489 данные отсутствовали, поэтому
использована величина OR для соответствующего индексного SNP (rs4772201). b Th ‒ Т-хелперы.

SNP-риск-
аллель ORa Заболевание Вероятность PICS

Клетки с наилучшими 
признаками энхансера

в области SNPb

rs6832151-G 1.24 Аутоиммунные заболевания 
щитовидной железы

0.5257 Центробласты

rs2387397-G 1.14 Целиакия 0.315 Центробласты

rs2163226-T 1.12 Рассеянный склероз 0.3613 Th0

rs4772201-A 1.10 Рассеянный склероз 0.5382 Активированные
CD25–IL-17– Th

rs61972489-A 1.10 Рассеянный склероз 0.1485 CD14+ клетки
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энхансеров и, соответственно, имеющих большую
вероятность влиять на экспрессию генов (рис. 1S‒5S
Приложения): rs6832151, rs4772201, rs61972489,
rs2163226 и rs2387397.

В базе данных PubMed мы не нашли работ по
исследованию генов-мишеней выбранных поли-
морфизмов. В базах данных GTEx и DICE также
нет данных о связи этих SNP с уровнем экспрес-
сии какой-либо мРНК. Но имеются данные о
связи rs2163226 с длинной некодирующей РНК
(lncРНК). Согласно GTEx, от генотипа по данно-
му полиморфизму зависит уровень экспрессии
lncРНК AC093609.1 в слизистой оболочке пище-
вода. Однако, поскольку rs2163226 ассоциирован с
рассеянным склерозом, это не проливает свет на
механизм повышения риска, и гены-мишени в
клетках, релевантных данному заболеванию, оста-
ются неизвестными [22].

Высокая вероятность каузативности отобранных 
полиморфизмов подтверждена анализом 
потенциального влияния их риск-аллелей

на связывание транскрипционных факторов

Один из подходов к точному картированию за-
ключается в поиске мотивов связывания ТФ, ко-
торые разрушаются или образуются альтернатив-
ными аллелями SNP. Для каждого из пяти ото-
бранных полиморфизмов с помощью ресурса
PERFECTOS-APE и коллекций мотивов связы-
вания ТФ HOCOMOCO, Jaspar и SELEX удалось
предсказать белковые факторы, сайты посадки
которых создаются или разрушаются их риск-ал-
лелями. Кроме того, с использованием баз дан-
ных DICE [23] и GTEx [24] проанализировано на-
личие мРНК этих ТФ в релевантных типах клеток
(табл. 4).

Риск-аллель полиморфизма rs6832151(G) мо-
жет разрушать сайт посадки NEUROG2, экспрес-

Таблица 4. Анализ предсказанного влияния риск-аллелей полиморфизмов на изменение связывания тран-
скрипционных факторов, экспрессирующихся в различных клетках иммунной системы

a Теоретическое изменение силы связывания ТФ (во сколько раз повышается или понижается вероятность связывания ТФ в
зависимости от аллеля SNP). b Есть область связывания по данным ChIP-Seq в лимфоцитах человека согласно ресурсу GTRD
(Gene Transcription Regulation Database) [25].

Риск-
аллель ТФ Коллекция мотивов 

связывания ТФ

Модификация 
сайта посадки 

ТФ
Fold changea Клетки, экспрессирующие ТФ

rs6832151

G

NEUROG2 HOCOMOCO Разрушает 17.22 Лимфобластоидные линии

GFI1 Jaspar, HOCOMOCO Разрушает
6.93

Т-клетки и моноциты, цельная 
кровь, селезенка и лимфобла-
стоидные линии

GFI1B HOCOMOCO Разрушает 37.3 CD14lowCD16+ моноциты, цель-
ная кровь и селезенка

rs4772201

А CXXC1 HOCOMOCO Разрушает 271.8 Клетки иммунной системы

rs61972489

A HES1 HOCOMOCO Разрушает 92.65 В-клетки и моноциты

rs2163226

Т
MTF1 HOCOMOCO Разрушает 7.61 Клетки иммунной системы

IRF5 SELEX Cоздает 9.44 Клетки иммунной системы

rs2387397

G

ARNTb HOCOMOCO Cоздает 65.11 Повсеместно

KLF8 HOCOMOCO Cоздает 26.19 Т-, В-, NK-клетки и клетки 
пищеварительной системы

BATF3b HOCOMOCO Cоздает 13.03 Моноциты и активированные 
Т-клетки

TFCP2 HOCOMOCO Разрушает 21.43 Повсеместно
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сирующегося в лимфобластоидных линиях, но не
в первичных лейкоцитах. Вероятность участия
NEUROG2 в реализации потенциального эффек-
та rs6832151 очень мала, так как экспрессионный
профиль В-клеток меняется после заражения ви-
русом Эпштейна-Барр. Однако риск-аллель G
также разрушает сайты посадки транскрипцион-
ных репрессоров GFI1 и GFI1B, экспрессирую-
щихся в первичных клетках, поэтому они могут
быть более вероятными участниками реализации
функционального эффекта rs6832151.

Риск-аллель полиморфизма rs61972489(A) может
разрушать сайт связывания ТФ HES1, экспрессиру-
емого В-клетками и моноцитами. Интересно, что
именно в моноцитах наблюдается самый высо-
кий пик H3K27Ac (рис. 4S Приложения).

Риск-аллель rs2387397(G) может создавать
сайты связывания нескольких ТФ, которые экс-
прессируются в клетках, способных участвовать в
патогенезе целиакии, в том числе сайт связыва-
ния белкового фактора BATF3. Показано, что
этот ТФ участвует в контроле за дифференциров-
кой CD8+ дендритных клеток тимуса [26].

Использование коллекций мотивов связыва-
ния ТФ, построенных на основании ChIP-seq
данных, не позволило с помощью PERFECTOS-
APE получить надежные предсказания для поли-
морфизма rs2163226. Однако, согласно коллек-
ции мотивов SELEX, этот полиморфизм может
затрагивать сайт связывания IRF5, который в
последнее время активно изучают в контексте
аутоиммунных заболеваний как члена IRF-се-
мейства [27].

В люциферазном тесте полиморфизм rs6832151 
влиял на регуляцию экспрессии репортерного гена 
при сильной работе соответствующего энхансера

Участки генома с признаками регуляторных эле-
ментов, содержащие пять отобранных полимор-
физмов с неизвестными генами-мишенями (отме-
чены серым на рис. 1S‒5S Приложения), были кло-
нированы в видоизмененную плазмиду pGL3-Basic
после гена люциферазы Lampyridae под минималь-
ным промотором из вектора pGL4.24. После се-
квенирования полученных векторов с помощью
ПЦР-мутагенеза для каждой конструкции созда-
ли вариант, несущий альтернативный аллель со-
ответствующего SNP.

Способность отобранных полиморфизмов
влиять на работу соответствующего энхансера
проанализирована на широкой панели клеточ-
ных линий, которые являются моделями имму-
ноцитов: Т-хелперов (CEM и Jurkat), Т-регуля-
торных клеток (МТ-2), предшественников В-
клеток (Reh), зрелых В-лимфоцитов (MP1, Raji,
BJAB) и моноцитов (U-937) (табл. 4S Приложе-
ния). Активность люциферазы, наблюдаемая в

трансфицированной репортерными плазмидами
моноцитарной клеточной линии U-937, была на
уровне фона, поэтому для дополнительного сти-
мулирования клеток мы провели активацию с ис-
пользованием форбол-12-миристат-13-ацетата и
липополисахарида.

Данные люциферазных тестов представлены
на рис. 1. Активность энхансерных областей по-
лиморфизмов rs4772201 и rs61972489 проявилась
только в одной клеточной линии: МТ-2 (модель
Т-регуляторных клеток) (рис. 1б) и МР1 (модель
зрелых В-клеток) (рис. 1г) соответственно. Энхан-
сер, содержащий полиморфизм rs2163226, проявил
сильную активность в клеточной линии СЕМ и
умеренную активность в модели предшественни-
ков (Reh) и зрелых (Raji) В-лимфоцитов (рис. 1в).
Энхансер, содержащий полиморфизм rs2387397,
был активен в нескольких клеточных линиях
(рис. 1д). Энхансерная область полиморфизма
rs6832151 проявила сильную активность в клеточ-
ных линиях CEM и Reh (рис. 1а). Статистически
значимая разница во влиянии полиморфизма на
экспрессию гена люциферазы в зависимости от
аллеля была выявлена только для полиморфизма
rs6832151 на клеточной линии СЕМ, однако в по-
следующих экспериментах энхансер работал сла-
бо, и разница во влиянии аллелей стала недетек-
тируемой (рис. 1е).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для каждого сигнала ассоциации, обнаружи-

ваемого в ходе GWAS (так называемого индекс-
ного SNP), существует множество сцепленных с
ним полиморфизмов, каждый из которых может
быть каузативным, то есть лежать в основе моле-
кулярного механизма, который опосредует риск
развития аутоиммунного заболевания. С целью
сузить список возможных каузативных полимор-
физмов разработаны различные методы точного
картирования ассоциаций, имеющие свои силь-
ные и слабые стороны [9]. В исследовании мы ис-
пользовали алгоритм точного картирования, раз-
работанный Farh с соавт. [5]. Преимущество этого
подхода заключается в сочетании статистической
модели и обширных эпигенетических данных по
модификации гистонов, полученных на узких
популяциях первичных лейкоцитов человека. Мы
ограничили входящие данные результатами GWAS,
полученными с помощью технологии Immuno-
chip. В отличие от остальных исследований, где
доноров генотипируют по универсальной пане-
ли SNP и каждый кластер сцепленных полимор-
физмов обычно представлен лишь одним маркер-
ным полиморфизмом, в Immunochip области хро-
мосом, связанные с работой иммунной системы
или ранее выявленные как ассоциированные с
аутоиммунными и воспалительными заболевания-
ми, представлены всеми известными на момент со-
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здания этого чипа SNP [28]. Таким образом, для
каждого полиморфизма из группы сцепления име-
ется независимая оценка значимости ассоциации.
Кроме того, мы использовали данные ENCODE
для определения расположения SNP относитель-
но пика H3K27Ac, участков гиперчувствительности
к ДНКазе I и плотных кластеров посадки тран-
скрипционных факторов в ряде первичных лейко-
цитов человека и клеточных линиях.

Для грубой оценки функциональности выбран-
ных полиморфизмов и подбора подходящей кле-

точной модели для геномного редактирования ис-
пользован люциферазный тест. Этот метод имеет
ряд ограничений [7]. Во-первых, сигнал, получен-
ный в люциферазных тестах, зависит от состояния
клеток в момент проведения эксперимента, прежде
всего количества и соотношения ТФ, поэтому они
не всегда воспроизводимы. Во-вторых, при таком
способе изучения функциональности SNP можно
исследовать только один полиморфизм, тогда как
на экспрессию гена могут оказывать влияние не-
сколько сцепленных SNP [29]. И наконец, что наи-

Рис. 1. Влияние анализируемых полиморфизмов на активность соответствующих энхансеров в люциферазном тесте.
Относительный сигнал люциферазы Lampyridae к сигналу люциферазы Renilla нормировали на сигнал, полученный
от клеток, трансфицированных плазмидой с контрольной последовательностью (а‒д). Результаты двух независимых
люциферазных тестов для полиморфизма rs6832151 на клеточных линиях СЕМ и Reh (е). Риск-аллели полиморфизмов
выделены штриховкой. Пунктирная линия обозначает базовую активность репортерной конструкции, содержащей
неактивный контрольный фрагмент вместо энхансера. Уровень значимости посчитан с помощью двустороннего кри-
терия Стьюдента для непарных выборок с неравными дисперсиями. “Усы” показывают минимальное и максимальное
значение выборки. * p < 0.05, # n = 5, p ‒ p-значение, FC (fold change) ‒ отношение активности энхансера, содержащего
rs6832151(G) аллель, к активности энхансера, содержащего rs6832151(Т). Число технических повторов n = 6.
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более важно, модель репортерного вектора не от-
ражает работу энхансера в контексте нативного ге-
нома. Структура хроматина очень сложна и на
транскрипцию влияет множество факторов в сово-
купности: взаимодействие между ДНК, гистонами
и некодирующими РНК. Кроме того, часто иници-
ация транскрипции запускается через взаимодей-
ствие элементов, расположенных на больших рас-
стояниях друг от друга [30].

Тем не менее у люциферазного теста есть важ-
ные преимущества ‒ это простота и относительная
доступность. Используя его, можно проанализиро-
вать группу полиморфизмов на большом числе раз-
нообразных типов клеток за достаточно короткий
промежуток времени, что затруднительно сделать с
помощью других методов. Кроме того, люцифераз-
ный тест позволяет анализировать полиморфизмы,
гены-мишени которых неизвестны, и дает ценную
информацию о типах клеток, в которых активен ис-
следуемый энхансер.

Результаты люциферазных тестов позволили
нам выделить полиморфизм rs6832151 как наибо-
лее перспективный кандидат для редактирования
и выбрать линии CEM и Reh как подходящие для
этого клеточные модели. Риск-аллель rs6832151(G)-
статистически значимо повышает активность со-
ответствующего энхансера в клеточной линии
СЕМ при его активной работе (тенденция наблю-
дается и в линии Reh). Ряд других характеристик
также выделяет rs6832151 среди пяти отобранных
полиморфизмов. Он ассоциирован с развитием
болезни Грейвса (p = 1.0 × 10–13) [31] с наиболь-
шим соотношением рисков из всех пяти кандида-
тов (OR = 1.24). Полиморфизм rs6832151 также
имеет исключительно высокую вероятность кау-
зативности (PP = 0.5257) и находится в энхансер-
ных областях генома Т- и В-клеток. Кроме того,
ассоциация полиморфизма rs6832151 с болезнью
Грейвса показана на популяциях разного этниче-
ского происхождения, что считается одним из об-
щепризнанных критериев каузативности, так как
в разных этнических группах существенно отли-
чается структура сцепленности SNP [31‒33].

По предсказанию PERFECTOS-APE, риск-ал-
лель rs6832151(G) разрушает сайт посадки тран-
скрипционного репрессора GFI1. Роль этого ТФ
в клетках иммунной системы сейчас активно ис-
следуют. Показано, что он участвует в регуляции
дифференцировки Т- и В-лимфоцитов [34]. Со-
гласно данным CCLE (Cancer Cell Line Encyclope-
dia) [35], экспрессия GFI1 очень низка в клеточ-
ных линиях СЕМ и Reh. Это может объяснять не-
стабильность эффекта rs6832151 в люциферазном
тесте.

Таким образом, по нескольким независимым
критериям: величине отношения рисков возник-
новения ассоциированного заболевания между
альтернативными аллелями, признакам функци-

ональности in vitro, статистическому (вероятность
PICS), эпигенетическому и транс-этническому
точному картированию, а также потенциальному
изменению мотива связывания релевантного ТФ,
rs6832151 ‒ перспективный кандидат для геном-
ного редактирования с целью подтверждения его
функциональности в контексте генома и нахож-
дения его генов-мишеней в клеточной линии
СЕМ ‒ модели Т-лимфоцитов человека.
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NON-CODING POLYMORPHISM rs6832151 IS AN ATTRACTIVE CANDIDATE 
FOR GENOME EDITING AIMED TO FIND NEW MOLECULAR 

MECHANISMS OF AUTOIMMUNE DISEASES
A. S. Ustiugova1, * and M. A. Afanasyeva1

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: ustugovaalina@yandex.ru

Currently only a small fraction of the proteins encoded in the human genome serves as pharmaceutical tar-
gets. Genome-wide association studies are a powerful tool to uncover new genetic loci responsible for predis-
position to complex diseases, such as autoimmune disorders. However, further work is still required to iden-
tify causative single-nucleotide polymorphisms (SNPs) directly mediating the disease risk at these loci, and
to determine their target genes, which can be located millions base pairs apart from the regulatory SNPs.
Here, by using bioinformatic tools and databases, we identified five intergenic autoimmune-associated poly-
morphisms with the highest probability of being causative, which target genes are still unknown. We tested
their ability to influence gene expression using luciferase reporter constructs. The polymorphism rs6832151
affected corresponding enhancer activity in the CEM human T-cell line upon the highest activation of report-
er transcription. Target genes of this SNP could be further identified by introducing point mutations to the
genome and comparison of transcriptomes of the derivative cell sublines carrying alternative alleles of
rs6832151.

Keywords: SNP, post-GWAS, enhancer, autoimmune diseases, luciferase reporter assay



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


