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Развитие и жизнедеятельность организма опирается на тканеспецифичные генные программы. 

Ключевую роль в регуляции таких программ играют регуляторные элементы генома, а нарушения 

в их работе могут приводить к развитию различных патологий, включая пороки развития, онколо-

гические и аутоиммунные заболевания. Развитие высокопроизводительных геномных исследова-

ний привело к появлению методов массового параллельного репортерного анализа (МПРА), кото-

рые позволяют проводить функциональную проверку и идентификацию регуляторных элементов 

в масштабе генома. Изначально МПРА применялся в качестве инструмента для исследования 

фундаментальных аспектов эпигенетики, однако этот подход также имеет огромный потенциал 

для клинической и практической биотехнологии. На текущий момент МПРА используют для вали-

дации клинически значимых мутаций, идентификации тканеспецифичных регуляторных элемен-

тов, поиска наиболее перспективных для интеграции трансгена локусов. МПРА является также 

незаменимым инструментом для создания высокоэффективных экспрессионных систем, спектр 

применения которых распространяется от подходов для наработки белков и конструирования 

суперпродуцентов терапевтических антител нового поколения до генной терапии. В настоящем 

обзоре предложены к рассмотрению основные принципы и области практического применения 

методов высокопроизводительного репортерного анализа.
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ВВЕДЕНИЕ

В основе развития и жизнедеятельности орга-

низма лежат тканеспецифичные генные програм-

мы, которые контролируются многоуровневыми 

взаимодействиями между белковыми комплекса-

ми, влияющими на транскрипцию, и специальными 

последовательностями ДНК — цис-регуляторными 

элементами (ЦРЭ) [1, 2]. Нарушения такой комму-

никации могут приводить к различной патологии, 

включая онкологические заболевания, пороки раз-

вития и аутоиммунные заболевания [3–7]. 

Современные методы геномного анализа суще-

ственно расширили представления о генетических 

и эпигенетических свойствах регуляторных эле-

ментов, что позволяет идентифицировать потен-

циальные ЦРЭ в различных типах клеток [8]. Таким 

образом были выявлены десятки тысяч геномных 

локусов модельных организмов и человека, по-

тенциально вовлеченных в регуляцию экспрессии 

генов [9]. Подобные исследования значительно 

расширяют представления о механизмах тонкой 

регуляции экспрессии генов как в норме, так и при 

патологии [4, 10].

Помимо фундаментальных аспектов, иденти-

фикация и описание функций отдельных регуля-

торных элементов генома позволяют применять 

их в создании экспрессионных конструкций для 

биотехнологии, например, при наработке белковых 

препаратов или в подходах генной терапии [11, 12]. 

Одним из ключевых требований к экспрессион-

ным генетическим конструкциям в подобных при-

менениях является отсутствие генотоксичности, 
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The development and viability of an organism relies on tissue-specific gene programs. The  genome 
regulatory elements play a key role in the regulation of such programs, whereas its disfunction can lead 
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а также обеспечение стабильной и контролируемой 

экс прессии, что невозможно без рационального ди-

зайна, включающего подбор адекватных регуля-

торных элементов [13, 14]. Вместе с тем известные 

регуляторные последовательности зачастую не 

лишены практических недостатков, а выбор иных 

регуляторных элементов требует их функциональ-

ного тестирования.

Для осуществления такого тестирования в мас-

штабе генома были разработаны методы массово-

го параллельного репортерного анализа (МПРА), 

которые позволяют в ходе одного эксперимента 

проанализировать тысячи вариантов потенциаль-

ных регуляторных последовательностей [15]. Менее 

чем за десять лет данная методология способство-

вала значительному прогрессу как в исследовании 

фундаментальных принципов функционирования 

регуляторных элементов генома, так и в их практи-

ческом применении в подходах медицинской гене-

тики и генной инженерии. 

В обзоре рассматриваются основные стратегии 

МПРА для идентификации различных регуляторных 

элементов в геноме и его практическое применение.

АНАЛИЗ ЦИС-РЕГУЛЯТОРНЫХ 

ЭЛЕМЕНТОВ ГЕНОМА

Основные классы регуляторных 

элементов генома

Регуляторные элементы генома представляют 

собой короткие участки генома, свободные от нук-

леосом и доступные для связывания регуляторных 

белков [16]. В зависимости от регуляторного эф-

фекта выделяют несколько типов ЦРЭ [17–20].

Промоторы представляют собой проксималь-

ные ЦРЭ, расположенные вблизи сайта инициации 

транскрипции генов [17]. На промоторах происхо-

дит сборка транскрипционного комплекса, сос-

тоящего из РНК-полимеразы, главных факторов 

транскрипции и иных регуляторных белков, в том 

числе опосредующих взаимодействие с энхансе-

рами [17, 21].

Энхансеры представлены короткими фрагмен-

тами ДНК, служащими сайтами посадки транс-

крипционных факторов и кофакторов. В составе 

такого белкового комплекса энхансеры способны 

физически контактировать с промотором гена, что 

приводит к его активации [18]. Энхансеры явля-
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ются дистальными ЦРЭ и способны активировать 

экспрессию целевого гена, находясь на удалении 

вплоть до миллиона пар нуклеотидов, вне зависи-

мости от пространственной ориентации с промо-

тором [22, 23]. В среднем в геноме позвоночных 

энхансеры удалены на 20–50 т.п.н. (тысяч пар нук-

леотидов) от целевых генов [18].

Взаимодействия энхансеров с промоторами ле-

жат в основе комплексной тканеспецифичной регу-

ляции генов, в которой отдельный ген может быть 

подвержен регуляции несколькими энхансерами, 

иметь общие энхансеры с другими генами и под-

вергаться регуляции специфичными энхансерами 

в разных типах клеток [18, 24]. При развитии пато-

логий наблюдается также регуляция генов специ-

фичными энхансерами. Так, например, энхансер 

протоонкогена Myc располагается в районе сайта 

терминации транскрипции при раке поджелудоч-

ной железы, при раке прямой кишки обнаружива-

ется со стороны 5’-области гена, а в случае T-кле-

точной острого лимфобластного лейкоза  — ниже 

3’-области гена [25]. 

Инсуляторы. Дистальное взаимодействие энхан-

серов с промоторами целевых генов обеспечивает-

ся за счет формирования петель хроматина, в том 

числе под действием моторных белков, таких как 

РНК-полимераза II и когезин, ключевую же роль в их 

организации играют инсуляторы — отдельный класс 

ЦРЭ. Исходно инсуляторы были охарактеризованы 

как последовательности ДНК, способные блокиро-

вать взаимодействие между промоторами и энхан-

серами, а также формировать барьеры на границе 

гетерохроматина и эухроматина [26, 27]. Изучение 

пространственной структуры ядра позволило уста-

новить, что функциональное влияние инсуляторов 

во многом определяется их участием в регуляции 

внутри- и межхромосомных контактов [20]. У млеко-

питающих инсуляторы служат сайтами связывания 

CCCTC-связывающего белка CTCF, который спосо-

бен к гомодимеризации, что приводит к формирова-

нию петель хроматина [28, 29]. В результате подоб-

ных взаимодействий формируются обособленные 

друг от друга участки генома протяженностью по-

рядка сотен тысяч пар нуклеотидов — топологичес-

ки ассоциированные домены  [30]. Такие структуры 

характеризуются более высокой частотой внутрен-

них промотор-энхансерных взаимодействий, а на-

рушение их структуры наблюдается при различных 

патологиях, таких как онкологические заболевания 

и болезни, ассоциированные с экспансией нуклео-

тидных повторов [30–34].

Сайленсеры являются дистальными регулятор-

ными элементами, функция которых заключается 

в подавлении экспрессии генов [19]. Такие элемен-

ты являются сайтами посадки белков-репрессоров 

транскрипции, которые реализуют функциональ-

ное влияние посредством установления репрес-

сивных хроматиновых меток и конкуренции с акти-

вирующими белками [35–40]. Зачастую сайленсеры 

располагаются рядом с энхансерами или даже пе-

ресекаются с ними [41]. Действие таких бифункцио-

нальных регуляторных элементов на транскрипцию 

зависит от эпигенетического контекста и обеспечи-

вает тонкую настройку активности генов посредст-

вом конкуренции между репрессорными и актива-

торными факторами [41].

Подходы к идентификации регуляторных 

элементов in silico

Современные методы геномного анализа значи-

тельно расширили представления о характерных ге-

нетических, эпигенетических и структурных особен-

ностях разных классов регуляторных элементов, 

что в свою очередь позволяет идентифицировать 

потенциальные ЦРЭ. Для предсказания потенци-

альной регуляторной роли геномной последова-

тельности необходимо оценить доступность ДНК 

для белковых факторов, проанализировать пред-

ставленность характерных эпигенетических меток 

и белков, изучить пространственную структуру хро-

матина исследуемой области и оценить ее влияние 

на экспрессию генов. Основные эпигенетические 

детерминанты, ассоциированные с ЦРЭ, и методы 

их идентификации перечислены в табл. 1 [30, 48–76].

С использованием указанных в табл.  1 подхо-

дов в геномах модельных организмов и человека 

обнаружены тысячи регуляторных элементов, ка-

талоги которых можно найти в различных геном-

ных базах данных [42–47]. Вместе с тем, учитывая 

технические особенности методов идентификации 

потенциальных ЦРЭ, вариабельность функций эпи-

генетических детерминант и участие множества 

компонентов в реализации функций элементов 

генома in  vivo, валидация регуляторной роли ЦРЭ 

требует функциональной проверки.

Массовый параллельный репортерный 

анализ для исследования 

цис-регуляторных элементов

Классической функциональной проверкой регу-

ляторных элементов генома является репортерный 

анализ, при котором оценивается уровень экспрес-
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сии маркерного гена, находящегося под контролем 

исследуемого ЦРЭ в составе генетической кон-

струкции [77]. Однако анализ даже нескольких со-

тен потенциальных регуляторных элементов явля-

ется крайне ресурсоемким, так как подразумевает 

проведение соответствующего количества индиви-

дуальных экспериментов [78]. 

Развитие методов высокопроизводительного 

сек венирования позволило преодолеть это ограни-

чение и проводить одновременный анализ актив-

ности множества регуляторных элементов. Ключе-

вым отличием методов массового параллельного 

репортерного анализа (МПРА) в сравнении с клас-

сическими подходами является внедрение в транс-

крибируемую 3’-концевую область репортерного 

гена коротких вырожденных последовательнос-

тей — ДНК-баркодов [79] (рис. 1, а). Для проведения 

МПРА проводится трансгенез с использованием 

пула из тысяч репортерных конструкций, каждая 

из которых содержит потенциальный регулятор-

ный элемент и репортерный ген с уникальным 

ДНК-баркодом. Анализ представленности ДНК-

бар кодов в транскриптах репортерного гена ме-

тодом высокопроизводительного секвенирования 

позволяет сделать вывод о регуляторной актив-

ности соответствующего ему ЦРЭ [80–82].

На текущий момент разработано множество ко-

личественных и качественных вариаций методов 

МПРА, отличающихся способами подготовки ана-

лизируемых ДНК-фрагментов и способами транс-

генеза. Более подробную информацию о вариаци-

ях метода МПРА можно найти в опубликованных 

ранее работах [15, 83].

Первые вариации систем для МПРА-анализа 

использовали минимальный промотор, который, 

в отсутствие активирующего влияния ЦРЭ, поддер-

живает уровень экспрессии репортерного гена на 

крайне низком уровне. По этой причине в первую 

очередь МПРА применялся для de novo идентифи-

кации энхансеров или изучения влияния мутаций 

на известные активирующие ЦРЭ [80, 84–86]. Ана-

логичные подходы были использованы для иссле-

дования промоторов, однако для этого в состав 

репортерных конструкций помещали репортерный 

ген без корового промотора [87]. Использование 

же активного промотора в составе репортерной 

конструкции позволило исследовать функцию сай-

ленсеров путем оценки относительного снижения 

уровня представленности ДНК-баркодов по срав-

нению с контрольными конструкциями [61, 88].

Элегантный подход для идентификации сайлен-

серов в масштабе генома был использован в рабо-

те [54] (рис. 1,  б). Для этого фрагменты геномной 

ДНК были клонированы в состав генетических 

конструкций перед геном, кодирующим химерный 

белок FKBP-Casp9, под управлением активного 

промотора EF1α. Химерный белок состоит из мо-

дифицированной каспазы-9 и FK506-связывающе-

го белка и под воздействием индуктора AP20187 

способен димеризоваться и индуцировать апоптоз 

[89, 90]. Если экспрессионная кассета попадает 

под воздействие сайленсера, то экспрессия гена 

Таблица 1 / Table 1

Эпигенетические детерминанты, ассоциированные с цис-регуляторными элементами, 

и методы их идентификации

Epigenetic determinants associated with cis-regulatory elements and methods for their identification

Эпигенетические 

детерминанты
Особенности ЦРЭ

Методы 

исследования

Модификации 
гистонов, 
транскрипционные 
факторы

Промоторы: H3K4me3 [48].
Активные энхансеры: H3K4me1, H3K27ac, P300 [49, 50].
Неактивные энханcеры: H3K4me1, H3K27me3 [51].
Суперэнхансеры: H3K27ac, Mediator, Oct4, Sox2, Nanog, Klf4 [52].
Сайленсеры: H3K27me3, H3K79me2, H4K20me1, EZH2 [53, 54].
Инсуляторы: CTCF, Rad21, YY [30, 55–57]

ChIP-seq [58]
ChIP-exo [59]

Доступность 
хроматина

Активные энхансеры [60], сайленсеры [61] и инсуляторы [62, 63] 
располагаются в областях свободного от нуклеосом открытого хроматина.
Промоторы активных генов совпадают с областями открытого хроматина 
и демонстрируют характерный паттерн распределения нуклеосом [64]

DNase-seq [65]
MNase-seq [66]
ATAC-seq [67]
FAIRE-seq [68]

Пространственная 
организация 
хромосом

Энхансеры [69] и сайленсеры [54, 61, 70] физически взаимодействуют 
с промоторами при помощи петлевых контактов. 
Инсуляторы формируют петлевые домены, ограничивающие область 
действия энхансеров [71, 72]

HiC [73]
ChIA-PET [74]

HiChIP [75]
PLAC-ChIP [76]
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Рис. 1. Стратегии массового параллельного репортерного анализа (МПРА): а — принцип МПРА (сначала набор 
выбранных ЦРЭ клонируется в пул репортерных конструкций, каждая из которых несет уникальный баркод; после 
трансформации целевых клеток из них выделяется РНК, и представленность баркодов в транскриптах репортера 
используется как мера активности ЦРЭ); б — схема метода ReSE для высокопроизводительного поиска сайлен-
серов (см. пояснения в тексте); в — для исследования посттранскрипционной регуляции генов в баркодирован-
ную (БК) репортерную конструкцию помещаются последовательности 5’- или 3’- нетранслируемой области (НТО), 
либо терминатор транскрипции с сигналом полиаденилирования; для изучения сплайсинга в баркодированную 
конструкцию помещаются варианты интронов, фланкированных разными сплайс-сайтами; нарушение сплайсинга 
сопровождается сдвигом содержания репортерных белков в клетках (GFP и mCherry); далее клетки можно разбить 
на группы по уровню активности репортерных белков и проанализировать обогащение баркодов в каждой группе.

Fig. 1. Strategies for massively parallel reporter assay: а — Principle of MPRA. Initially, a set of selected CREs is cloned 
into a pool of reporter constructs, each carrying a unique barcode. After transformation, RNA is extracted from the cells, 
and barcodes in the reporter transcripts is used as a measure of CRE activity; б — Schematic of the ReSE method for 
high-throughput detection of silencers (see explanations in the text); в — To study the post-transcriptional regulation of 
genes, the 5' or 3'- untranslated region (UTR) sequences or a transcription terminator with a polyadenylation signal are 
placed in the barcoded (BC) reporter construct. To investigate splicing, variants of introns flanked by different splice 
sites are placed in the barcoded construct. Disruption of splicing is accompanied by a shift in the content of the reporter 
proteins in the cells (GFP and mCherry). Next, cells can be categorized into groups based on the level of reporter protein 
activity, and barcode enrichment in each group can be analyzed.
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химерного белка подавляется, а клетки, содержа-

щие такую конструкцию, сохраняют жизнеспособ-

ность при химической индукции апоптоза. Таким 

образом, в пуле трансфицированных клеток выжи-

вают только несущие генетические конструкции, 

содержащие сайленсеры. Последующее таргетное 

высокопроизводительное секвенирование позво-

ляет установить последовательности сайленсеров. 

Представленный метод является одним из первых 

подходов для систематической высокопроизводи-

тельной идентификации сайленсеров [54].

Возможности массового параллельного репор-

терного анализа не ограничиваются поиском про-

моторов, энхансеров и сайленсеров. Существуют 

системы МПРА, позволяющие анализировать ре-

гуляторный эффект комбинаций нескольких ЦРЭ 

[91, 92]. В частности, недавно это позволило иссле-

довать регуляторную функцию потенциальных ин-

суляторов в геномном контексте [93]. Кроме того, 

к настоящему времени предложено множество 

различных модификаций МПРА для исследования 

последовательностей, вовлеченных в сплайсинг 

мРНК [94–96], регуляцию трансляции белков и ста-

бильности мРНК [97–99] и посттранскрипционные 

модификации РНК [100, 101] (рис. 1, в).

ОБЛАСТИ ПРАКТИЧЕСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ 

МАССОВОГО ПАРАЛЛЕЛЬНОГО 

РЕПОРТЕРНОГО АНАЛИЗА

Применение массового параллельного 

репортерного анализа для оптимизации 

экспрессионных конструкций

Обеспечение заданного уровня и стабильнос-

ти экспрессии ДНК-трансгенов является одной из 

принципиальных технических задач в различных 

биотехнологических подходах, таких как генная 

терапия или продукция терапевтических белков. 

Однако доступные в настоящий момент системы 

не лишены недостатков. Например, часто исполь-

зуемые вирусные промоторы CMV и SV40 имеют 

высокую активность в S-фазе, которая снижает-

ся после индуцированного покоя клеток [102–106]. 

В связи с этим индукция дифференцировки, кото-

рая в ряде случаев приводит к остановке клеточно-

го цикла, может приводить к снижению экспрессии 

трансгенов, что является проблемой для генной 

терапии [107, 108]. Для промотора CMV также ха-

рактерна инактивация, вызванная ДНК-метили-

рованием, что также приводит к сильному паде-

нию продукции целевых белков при длительном 

культивировании клеток [109, 110]. Ретровирусные 

векторы также подвержены ДНК-метилированию 

в эмбриональных стволовых клетках, что приводит 

к мозаичной активности трансгенов в дочерних по-

пуляциях клеток [111, 112]. Помимо этого, системы 

доставки, обеспечивающие интеграцию трансгена 

в случайные районы генома, подвержены эффекту 

положения, в результате которого локальное воз-

действие хроматина непредсказуемым образом 

влияет на экспрессию [113]. 

Оптимизация системы экспрессии является 

сложным и трудозатратным процессом, которая 

включает в себя подбор системы доставки транс-

гена, отработку условий культивирования клеток-

продуцентов и пр. [114]. Вместе с тем одним из осно-

вополагающих подходов для оптимизации сис темы 

экспрессии все же является рациональный дизайн 

генетической конструкции, проведенный с учетом 

типа клеток-продуцентов, а также требований к ге-

нотоксичности и уровню экспрессии.

Действительно, наличие в составе конструкции 

регуляторных элементов, которые могут оказывать 

влияние на продукцию трансгена как на транскрип-

ционном, так и посттранскрипционном уровне, 

предоставляют массу возможностей для ее точ-

ной настройки. Например, добавление энхансеров 

или подбор подходящего промотора позволяет не 

только усилить транскрипцию, но также добиться 

тканеспеспецифичной активности трансгенов в от-

дельных клеточных популяциях организма, снижая 

потребность в использовании сложных систем 

таргетной доставки трансгенов для генной тера-

пии [115–117]. Оптимизация последовательностей 

некодирующих областей транскриптов оказывает 

значительный эффект на стабильность мРНК и эф-

фективность трансляции, что также позволяет по-

высить выход продукта [118–120]. 

Стабильность экспрессии трансгена также мо-

жет быть повышена за счет противодействия эпи-

генетическим механизмам, оказывающим влияние 

на уровень экспрессии. Использование промото-

ров, не содержащих CpG-сайтов, позволяет исклю-

чить возможность метилирования ДНК и добиться 

стабильной экспрессии при длительном культиви-

ровании [121, 122]. Распространенным способом 

защиты от локального воздействия хроматиновых 

факторов является комплектация генетической 

конструкции регуляторными элементами, которые 

изолируют экспрессионную кассету. Такими эле-

ментами могут быть районы, ассоциированные 

с ядерным матриксом (SAR/MARs) [123, 124], рай-

оны контроля локуса (LCRs) [125], инсуляторы [126] 
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или элементы открытого хроматина (UCOEs) [127]. 

Помимо защиты от локального воздействия хрома-

тина, использование таких элементов позволяет из-

бежать генотоксичности трансгенной конструкции, 

возникающей, например, за счет аберрантной акти-

вации близлежащих генов ее регуляторными эле-

ментами [128, 129]. Дополняющим подходом являет-

ся интеграция экспрессирующей конструкции в так 

называемые безопасные локусы генома методами 

направленного мутагенеза [130]. Интеграция в та-

кие локусы обеспечивает предсказуемый уровень 

экспрессии и минимальную генотоксичность [131]. 

На настоящий момент в геноме человека охаракте-

ризованы отдельные подобные локусы, что наряду 

с необходимостью применения систем направлен-

ной геномной интеграции трансгенов несколько ог-

раничивает применимость таких подходов [132].

Создание экспрессионной конструкции невоз-

можно без подбора оптимальных регуляторных 

последовательностей, что, хотя и является трудо-

затратным и длительным процессом, но зачас тую 

позволяет кратно увеличить эффективность транс-

крипции [133, 134]. В этом контексте МПРА пред-

ставляет собой удобный инструмент скрининга по-

тенциальных регуляторных элементов, в том числе 

обеспечивающих заданный уровень активнос ти [86]. 

Действительно, в работе [91] было продемонстри-

ровано, что различные комбинации из тысячи про-

моторов и тысячи энхансеров позволяют достичь 

уровни транскрипции в широком диапазоне значе-

ний, охватывающем пять порядков. Несомненным 

преимуществом МПРА является скорость проведе-

ния анализа. Так, в работе [135] применение МПРА 

позволило определить энхансеры в бета-глобино-

вом локусе человека и, в конечном итоге, за счи-

танные недели значительно повысить эффектив-

ность терапевтического лентивирусного вектора, 

экспрессирующего бета-глобин. Помимо поиска 

эн хансеров и других ЦРЭ, разные вариации МПРА 

позволяют находить последовательности, которые 

могут увеличить выход продукта за счет оптималь-

ной посттранскрипционной регуляции [101]. 

Методы МПРА могут быть использованы также 

для дизайна синтетических регуляторных элемен-

тов  [136]. Так, тестирование тысяч последователь-

ностей, различающихся единичными заменами, 

по зволяет на основе количественных термодина-

мических моделей спрогнозировать структуру по-

следовательностей, обладающих оптимальной ак-

тивностью, а также экспериментально выявлять 

фраг менты ДНК с требуемыми свойствами [ 136–138]. 

Использование МПРА возможно также в фарма-

кологии, поскольку применяется в том числе для 

поиска ЦРЭ, активирующихся под действием гор-

монов или химических веществ [139, 140]. Кроме 

того, МПРА был использован для оптимизации ста-

бильности мРНК, что является одной из ключевых 

сложностей при применении мРНК-вакцин  [141]. 

Разработанная недавно платформа МПРА под на-

званием PERSIST-seq позволяет идентифициро-

вать варианты последовательностей и элементы 

структуры транскрипта, которые позволяют значи-

тельно увеличить стабильность мРНК в растворах 

или средах организма [142].

Как уже упоминалось ранее, регуляторные эле-

менты генома обеспечивают тканеспецифичные 

паттерны экспрессии, причем один и тот же учас-

ток геномной ДНК может проявлять дифференци-

альную активность в разных типах клеток или на 

различных стадиях развития [143, 144]. Методы 

МПРА неоднократно применялись для изучения 

тканеспецифичной функции регуляторных элемен-

тов [145–147]. Например, исследование в клетках 

глиобластомы U87 и нейтральных клетках-предше-

ственниках позволило установить, что тканеспе-

цифичные энхансеры обогащены мотивами связы-

вания тех транскрипционных факторов, которые 

экспрессируются в данном клеточном типе [146]. 

Методом МПРА выявлены также промоторы, ак-

тивность которых в клетках рака молочной железы 

была увеличена в 500 раз по сравнению с нормой, 

что позволяет потенциально применять их для те-

рапевтических потребностей [137]. Таким образом, 

МПРА может помочь в создании систем тканеспе-

цифичной экспрессии, что позволит минимизиро-

вать побочные эффекты генной терапии, связан-

ные с нецелевой активностью трансгенов.

Применение массового параллельного 

репортерного анализа для идентификации 

клинически значимых мутаций

Методы полногеномного поиска ассоциаций 

(GWAS) позволяют идентифицировать геномные 

полиморфизмы, ассоциированные с различными 

патологиями [148–151]. Высокая частота встречае-

мости клинически значимых полиморфизмов в ЦРЭ 

позволяет предположить их влияние на регуляцию 

генов, задействованных в патогенезе заболевания 

[152]. Исследование транскриптома и GWAS-ана-

лиз позволяют предсказывать геномные локусы 

количественных признаков экспрессии (eQTL), ас-

социированные с изменением уровня активности 
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генов [153]. Благодаря этим методам созданы об-

ширные базы данных, которые содержат инфор-

мацию о генетических полиморфизмах, связан-

ных с изменением активности генов, в том числе 

ассоциированных с заболеваниями человека [10]. 

Однако лишь незначительная часть информации, 

накопленной в базах данных, была подвергнута 

валидации в экспериментальных моделях [154], что 

делает затруднительным создание методов моле-

кулярной диагностики и исследование механизмов, 

лежащих в основе заболеваний.

Методы МПРА, в свою очередь, позволяют ва-

лидировать функцию и уточнять клиническую 

значимость геномных полиморфизмов. Напри-

мер, МПРА-скрининг 1605 однонуклеотидных по-

лиморфизмов, ассоциированных с остеоартри-

том, согласно GWAS, позволил обнаружить связь 

между остеоартритом и нарушением сигнально-

го пути Wnt в клетках [155]. Методом МПРА была 

проведена проверка регуляторного потенциала 

1083  полиморфизмов из 73 некодирующих райо-

нов, ассоциированных с шизофренией и болезнью 

Альцгеймера, и выявлено 192 потенциально зна-

чимых для патогенеза полиморфизма [156]. Кроме 

того, исследование 5706 GWAS-полиморфизмов 

при помощи МПРА позволило обнаружить пять 

генов риска для синдрома Альцгеймера и про-

грессирующего супрануклеарного пареза [157]. 

Методом МПРА выявлена также ключевая роль 

повышенной активности гена MX2 в патогенезе 

меланомы [158].

Вместе с тем анализ eQTL и МПРА являются, 

скорее, взаимодополняющими, поскольку МПРА, 

по всей вероятности, позволяет идентифициро-

вать редкие функциональные регуляторные поли-

морфизмы, определение которых в анализе eQTL 

зачас тую невозможно ввиду ограничений чувстви-

тельности метода [159]. В свою очередь МПРА так-

же может давать несколько искаженную картину, 

поскольку экспериментальная проверка проводит-

ся in vitro в доступных клеточных культурах, далеко 

не всегда воспроизводящих физиологию клеток, 

задействованных в патогенезе заболевания, а так-

же в основном сфокусирован на исследовании 

функции энхансеров [159]. 

Совпадение результатов МПРА и eQTL имеет 

место приблизительно в 1/3 случаев, что, однако, 

вселяет надежду на высокую прогностическую цен-

ность МПРА-позитивных eQTL локусов [159]. МПРА 

также дополняет исследования методом GWAS, 

поскольку, в отличие от него, позволяет сравнивать 

регуляторный эффект индивидуальных мутаций, 

давая возможность находить наиболее значимые 

полиморфизмы среди множества близкорасполо-

женных сцепленных вариантов (рис.  2)  [160]. Так, 

в исследовании мутаций с предсказанной эрит-

роидной активностью МПРА позволил выявить 

32  причинных варианта среди 2800 полиморфиз-

мов, связанных сильным неравновесием по сцеп-

лению [161]. А в исследовании аллельных вариан-

тов, ассоциированных с риском диабета второго 

типа, МПРА позволил сузить круг предсказанных 

причинных вариантов с 52 до 1 [162].

Модификации МПРА, позволяющие исследовать 

мутации некодирующих областей гена, оказываю-

щих влияние на стабильность мРНК и эффектив-

ность трансляции, также значительно расширяют 

возможности изучения патогенеза заболеваний, 

ассоциированных с такими нарушениями. Подоб-

ные нарушения обнаружены, например, при семей-

ной дизавтономии — дегенеративном заболевании 

нервной системы, которое вызывается мутацией 

5’-сайта сплайсинга в интроне гена IKBKAP, что 

приводит к исключению одного из экзонов и сниже-

нию уровня белка IKAP в нервной ткани [163]. Сома-

тические мутации в 5’-нетранслируемых областях 

генов, которые потенциально влияют на эффектив-

ность трансляции, также обнаруживаются в клет-

ках рака [164, 165]. Использование МПРА позво-

лило идентифицировать мутации в некодирую щих 

областях генов, ассоциированных с раком проста-

ты [166], болезнями аутистического спект ра  [167], 

а также с другими патологическими состоя ниями 

и признаками человека [98, 168]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наличие обширных массивов данных, описы-

вающих механизмы генетической и эпигенетиче-

ской регуляции генов в норме и при патологии, 

а также внедрение функциональных методов ге-

номного анализа позволяют значительно продви-

нуться в понимании механизмов точной регуля-

ции экспрессии генов. Прогресс в этой области 

позволяет надеяться на возможность разработки 

количественных биологических моделей регуля-

ции генной экспрессии, что, несомненно, придаст 

дополнительный стимул развитию подходов клини-

ческой и практической биотехнологии.
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Рис. 2. Массовый параллельный репортерный анализ (МПРА) позволяет подтверждать причинные варианты сре-
ди множества кандидатов, идентифицированных при помощи GWAS (локус слева). В то же время мутации, вызы-
вающие заболевание, часто входят в состав гаплотипов, включающих множество близко лежащих полиморфиз-
мов (локус справа). В таких локусах GWAS не способен идентифицировать причинные генетические варианты, 
поэтому механизм развития болезни остается неясным. МПРА позволяет находить в гаплотипах полиморфизмы, 
нарушающие регуляцию генов, и выявлять молекулярные основы формирования болезни.

Fig. 2. Massively parallel reporter assays (MPRA) allow to confirms causative variants among the multiple candidates 
identified using GWAS (locus on the left). At the same time, causal mutations are often found within haplotypes containing 
multiple closely spaced polymorphisms (locus on the right). At such loci, GWAS is unable to identify the causal genetic 
variants, so the mechanism of disease development remains unclear. MPRA makes it possible to find polymorphisms in 
the haplotypes that disrupt gene regulation and identify the molecular basis of disease formation.
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