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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДЭГ – дифференциально экспрессирующиеся гены 

кДНК – комплементарная ДНК 

п.о. – пар оснований 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

ТФ – транскрипционный фактор 

ANANASTRA - Annotation and enrichment Analysis of Allele-SpecificTRAn-

scription factor binding at SNPs (аннотация и анализ обогащения аллель-специфиче-

ского связывания факторов транскрипции с SNPs) 

ASB – Allel-Specific Binding (аллель-специфическое связывание) 

ASE - Allel-Specific Expression (аллель-специфическая экспрессия) 

ATAC-seq - Assay for Transposase-Accessible Chromatin using sequencing (ана-

лиз доступного для транспозазы хроматина с использованием секвенирования) 

ChIP-seq – chromatin immunoprecipitation followed by sequencing (иммунопре-

ципитация хроматина с последующим секвенированием) 

DNase-seq – DNase I hypersensitive sites sequencing (секвенирование сайтов ги-

перчувствительности к ДНКазе I) 

dNTP– deoxynucleosidetriphosphate (дезоксинуклеозидтрифосфат) 

eQTLs - expression Quantitative Trait Loci (локусы количественных признаков 

экспрессии)  

GTEx - The Genotype-Tissue Expression (генотип-тканевая экспрессия) 

GWAS – Genome-Wide Association Studies (полногеномный анализ ассоциа-

ций) 

H3K4me3 - триметилирование гистона H3 по 4-му лизину 

H3K27ac - ацетилирование гистона H3 по 27-му лизину 

MAF - Minor Allele Frequency (частота минорного аллеля) 

PBMCs - Peripheral Blood Mononuclear Cells (мононуклеарные клетки перифе-

рической крови) 

PBS - Phosphate Buffered Saline (фосфатно-солевой буфер) 

Real-time PCR – Real-Time Polymerase Chain Reaction (полимеразная цепная 

реакция с детекцией в режиме реального времени) 
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RNA-seq – RNA sequencing (РНК-секвенирование) 

rSNP – regulatory Single Nucleotide Polymorphism (регуляторный однонуклео-

тидный полиморфизм) 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность исследования. Одной из основных задач современной гене-

тики человека является обнаружение вариаций генома, связанных с формированием 

признаков, и выяснение молекулярных механизмов, за счет которых эти вариации 

приводят к фенотипическим различиям, включая предрасположенность к заболева-

ниям и индивидуальную чувствительность к лекарственным препаратам. К настоя-

щему времени с помощью полногеномных исследований ассоциаций (Genome-Wide 

Association Studies, GWAS) найдено более трехсот тысяч вариаций (в основном од-

нонуклеотидных замен - SNPs), связанных с различными фенотипическими призна-

ками и заболеваниями человека (URL: https://www.ebi.ac.uk/gwas; Sollis et al., 2023). 

Подавляющее число таких SNPs расположено в некодирующей части генома, что 

предполагает их регуляторную функцию. В частности, нуклеотидные замены в по-

лиморфных позициях, расположенных в промоторных и энхансерных районах генов 

(rSNPs), могут оказывать влияние на сайты связывания транскрипционных факторов 

(ТФ), способствуя их разрушению или созданию новых сайтов, а также увеличению 

или уменьшению эффективности связывания различных ТФ, что приводит к изме-

нению уровня экспрессии соответствующих генов (Degtyareva et al., 2021; Fabo, 

Khavari, 2023). Однако технология GWAS не дает никакой информации о молеку-

лярных механизмах, опосредующих влияние однонуклеотидной замены на признак. 

Поэтому в последние годы широко развернулись исследования по функциональной 

интерпретации данных GWAS как на уровне отдельных SNPs, так и на массовом 

уровне (Alsheikh et al., 2022; Degtyareva et al., 2021), а также работы по созданию 

независимых от GWAS масштабных функциональных подходов, основанных на ана-

лизе омиксных данных (Aguet et al., 2020; Degtyareva et al., 2021; URL: 

https://www.gtexportal.org/home/).  

В частности, развитие методов транскриптомного (RNA-seq) и эпигеномного 

анализа (DNase-seq, ATAC-seq, ChIP-seq) открыло уникальную возможность коли-

чественного определения разницы в представленности двух аллелей (дисбаланс ал-

лелей) каждого гетерозиготного SNP диплоидного организма в соответствующих 

данных (Degtyareva et al., 2021). Важным преимуществом такого подхода к выявле-

нию потенциальных rSNPs состоит в том, что аллель-специфические события реги-

стрируются для каждого индивидуума отдельно, т.е. на одном генетическом фоне и 
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в идентичных условиях окружающей среды, что позволяет получать достоверные 

данные при исследовании малых выборок, вплоть до одного человека (Harvey et al., 

2015). Эти исследования в основном проводятся с использованием культивируемых 

клеточных линий, транскриптомные и эпигеномные профили которых могут очень 

сильно отличаться от таковых в исходных клетках и тканях человека. Работ же по 

выявлению rSNPs с помощью данного функционального подхода на клиническом 

материале пока еще очень мало, а для русских индивидуумов подобных исследова-

ний к настоящему времени не проводилось.  

В связи с этим, целью настоящей работы было обнаружение rSNPs в мас-

штабе генома на основании поиска аллель-специфических событий в данных ChIP-

seq и RNA-seq, полученных на мононуклеарах периферической крови здоровых до-

норов, и применение сформированной панели rSNPs для выявления вариаций, во-

влеченных в механизмы развития сахарного диабета второго типа и ответа на проти-

водиабетический препарат метформин.  

Для достижения этой цели были поставлены следующие задачи:  

1. Получить экспериментальные данные по профилю экспрессии генов (RNA-

seq) и полногеномному профилю распределения меток активного хроматина 

H3K4me3 и H3K27ac (ChIP-seq) в мононуклеарных клетках периферической крови 

(PBMCs) условно здоровых людей. 

2. Выполнить поиск rSNPs путем выявления аллель-специфических событий 

в полученных экспериментальных данных с помощью комплекса бионформатиче-

ских подходов. Сформировать панель rSNPs, расположенных в промоторных райо-

нах генов (±1000 п.о. от старта транскрипции). 

3. Охарактеризовать сформированную панель rSNPs с использованием полно-

геномных ресурсов; установить связь содержащихся в ней rSNPs с фенотипическими 

признаками и eQTLs путем сопоставления с имеющимися данными GWAS и кон-

сорциума GTEX соответственно.  

4. Применить полученную панель к независимым транскриптомным данным 

для поиска rSNPs, потенциально вовлеченных в механизмы развития сахарного диа-

бета второго типа и диабетической ретинопатии. 
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5. Применить полученную панель к независимым транскриптомным данным 

для поиска rSNPs, потенциально связанных с различным ответом пациентов с диа-

бетом второго типа на терапию метформином.   

Научная новизна работы. Впервые на клиническом материале − PBMCs рос-

сийских индивидуумов − были параллельно получены экспериментальные данные 

по аллель-специфическому связыванию (ChIP-seq с антителами к гистоновым моди-

фикациям H3K4me3 и H3K27ac) и аллель-специфической экспрессии (RNA-seq). С 

помощью примененного биоинформатического алгоритма, выявляющего аллель-

специфические события, в полученных данных выполнен поиск rSNPs, по результа-

там которого составлена панель из 14796 rSNPs, расположенных в промоторных рай-

онах 5132 генов. Показано достоверное обогащение данной панели полиморфными 

сайтами из каталога GWAS и eQTLs из данных консорциума GTEх. Пересечение 

rSNPs с участками ДНК в пределах ±1000 п.о. от SNPs, зарегистрированных в GWAS 

и GTEx, показало связь 38.4% найденных rSNPs с различными фенотипическими 

признаками и 66.7% — с eQTLs. С использованием независимых транскриптомных 

данных найдены новые rSNPs, потенциально связанные с развитием диабетической 

ретинопатии и ответом на антидиабетический препарат метформин.  

Теоретическая и научно-практическая ценность. Результаты данной ра-

боты расширяют представления об однонуклеотидных заменах, локализованных в 

регуляторных районах генома человека. Применяемый подход, основанный на ана-

лизе аллель-специфических событий в экспериментальных данных ChIP-seq и RNA-

seq, успешно использован для полногеномного поиска rSNPs и интерпретации раз-

личных омиксных данных. Полученная с помощью этого подхода панель rSNPs 

вскрывает регуляторное значение большой группы SNPs, идентифицированных в 

исследованиях GWAS, а также служит независимым подтверждением регуляторной 

функции значительной группы eQTLs из каталога GTEx. Использование сформиро-

ванной панели rSNPs для анализа независимых транскриптомных данных с целью 

выявления вариантов, потенциально связанных с развитием сахарного диабета типа 

2 и ответом на метформин, открывает новые перспективы для дальнейшего изучения 

фундаментальных молекулярных механизмов, лежащих в основе формирования 
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того или иного фенотипа, в том числе индивидуального ответа на лекарства. Полу-

ченные в работе данные могут быть использованы для формирования новых и до-

полнения имеющихся диагностических панелей.  

Положения, выносимые на защиту  

1. Создана панель однонуклеотидных замен (14796) в регуляторных районах 

генов (rSNP) на основе поиска аллель-специфических событий в экспериментальных 

данных ChIP-seq и RNA-seq, полученных на мононуклеарных клетках перифериче-

ской крови условно здоровых людей, применение которой к результатам полноге-

номного исследования ассоциаций (GWAS) и независимым транскриптомным дан-

ным позволяет проводить широкомасштабный поиск rSNP в локусах риска развития 

различных заболеваний и выявлять новые rSNP, вовлеченные в патогенез заболева-

ний и ответ на лекарственные препараты, соответственно. 

2. rSNP в регуляторных районах генов, белковые продукты которых задей-

ствованы в регуляции иммунного ответа (EIF2AK2: rs13008681, rs62133148, 

rs12992610; STAT2: rs2066818; IRF5: rs3823536, rs11767834, rs2004640) и гомео-

стаза глюкозы (TP53: rs1800899; AKT1: rs10136000, rs2498788, rs2498786; PIK3R2: 

rs182197351, rs12052085; SREBF1: rs12953299, rs13306736, rs565098931; RPTOR: 

rs8081444), вовлечены в механизмы развития сахарного диабета 2 типа, а  rSNP в 

промоторных районах генов, кодирующих белки, участвующие в сборке комплекса 

I электрон-транспортной цепи митохондрий (NDUFA11: rs1056987; NDUFB1: 

rs12886834, rs7143338, rs34949057) и активации АМФ-зависимой протеинкиназы 

(NMT1: rs62065834, rs62065833, rs6503412; AK5: rs2689680) – в ответ на противоди-

абетический препарат метформин. 

Апробация работы. Полученные результаты были представлены и обсуж-

дены на 13-й международной мультиконференции “Bioinformatics of Genome Regu-

lation and Structure/Systems Biology” – BGRS/SB» (Новосибирск, 2022). 

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 4 статьи в изданиях, 

индексируемых в базах данных Scopus и Web of Science: 

1. Damarov I.S., Korbolina E.E., Rykova E.Y., Merkulova T.I.  Multi-Omics Anal-

ysis Revealed the rSNPs Potentially Involved in T2DM Pathogenic Mechanism and Met-

formin Response // Int J Mol Sci. 2024. V. 25. № 17. P. 9297.   
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2. Antontseva E.V., Degtyareva A.O., Korbolina E.E., Damarov I.S., Merkulova 

T.I. Human-genome single nucleotide polymorphisms affecting transcription factor bind-

ing and their role in pathogenesis // Vavilovskii Zhurnal Genet Selektsii. 2023. V.27. №6. 

P. 662-675.  

3. Bryzgalov L. O., Korbolina E. E., Damarov I. S., Merkulova T. I.. The functional 

insight into the genetics of cardiovascular disease: results from the post-GWAS study // 

Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2022. V. 26. №1. P. 65-73. 

4. Korbolina E. E., Bryzgalov L. O., Ustrokhanova D. Z., Postovalov S. N., Poverin 

D. V., Damarov I. S., Merkulova T. I.. A Panel of rSNPs Demonstrating Allelic Asym-

metry in Both ChIP-seq and RNA-seq Data and the Search for Their Phenotypic Outcomes 

through Analysis of DEGs // Int J Mol Sci. 2021. V. 22. № 14. P.7240.  

Личный вклад автора. Экспериментальная работа – выделение мононукле-

арных клеток периферической крови, выделение РНК, иммунопреципитация хрома-

тина, приготовление ДНК и кДНК библиотек для высокопроизводительного секве-

нирования, была выполнена автором лично. Биоинформатическая работа - предва-

рительная обработка данных и поиск rSNPs по ранее разработанному нашим науч-

ным коллективом алгоритму (н.с., к.б.н. Брызгалов Л.О.) с некоторыми изменени-

ями, характеристика полученной панели rSNPs, построение ассоциативных генных 

сетей и анализ обогащения, также были выполнены автором самостоятельно. 

Структура и объём диссертации. Работа состоит из введения, обзора лите-

ратуры, материалов и методов, результатов, обсуждения, заключения, выводов и 

списка литературы (362 источника). Объем работы составляет 139 страниц. Работа 

включает 4 таблицы и 18 рисунков. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1. Классификация функционально значимых SNPs и их вклад в развитие пато-

логий у человека  

Однонуклеотидные полиморфизмы (SNPs) являются наиболее распростра-

ненным типом вариаций генома человека (Auton et al., 2015). В настоящее время бла-

годаря развитию технологий секвенирования нового поколения (Next-generation 

sequencing, NGS) в базе данных SNP (DatabaseSNP, dbSNP) накоплено более 900 

млн. SNPs, обнаруженных у более чем 200 тыс. субъектов из различных популяций 

(URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Около 865 млн. из них являются ультраред-

кими, то есть имеют частоту минорного аллеля (Minor Allele Frequency, MAF) < 

0.001; около 18 млн. приходится на редкие варианты (0.001 ≤ MAF < 0.01); оставша-

яся доля представлена распространенными вариантами (MAF ≥ 0.01). 

Принято считать, что большинство из найденных SNPs не оказывает никакого 

влияния на фенотип, однако многие SNPs являются функциональными, то есть спо-

собными приводить к изменениям функции белковых продуктов генов или уровня 

их экспрессии (Degtyareva et al., 2021; Fabo, Khavari, 2023; Uvarova et al., 2024).  

Функционально значимые SNPs можно условно разделить на 3 группы: коди-

рующие SNPs, (coding SNP, cSNPs), сплайсинг SNPs, (splicing SNPs, sSNPs) и регу-

ляторные SNPs (rSNPs).  

1.1. Кодирующие SNPs  

Кодирующие SNPs (cSNPs) располагаются в белок-кодирующих районах ге-

нов. Несинонимичные сSNPs приводят к аминокислотным заменам (миссенс SNPs) 

или появлению стоп-кодона (нонсенс SNPs) и, как следствие, синтезу укороченного 

полипептида. Многие нонсенс SNPs вовлечены в патогенез различных заболеваний. 

Например, c.642G>A (p.Trp214*) в гене GDF2, связанный с системной красной вол-

чанкой (Hernandez-Gonzalez et al., 2021), и c.478C>T (p.Q160*) в PRNP, связанный 

сболезнью Альцгеймера (Guerreiro et al., 2014). Эффект миссенс замены может быть 

выражен в изменении каталитической активности белков, их аллостерической регу-

ляции, фолдинга, белок-белковых взаимодействий и д.р. (Stefl et al., 2013). Подобные 

изменения могут лежать в основе развития различных заболеваний. Например, было 

установлено, что c.2572CT>AG (p.L858R) и c.2155G>A (p.G719S), расположенные в 
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гене рецептора эпидермального фактора роста (EGFR), повышенная экспрессия ко-

торого наблюдается при различных онкологических заболеваниях, изменяют кон-

формацию рецептора и, таким образом, усиливают его тирозинкиназную активность 

(Yun et al., 2007). Напротив, c.2039C>G (p.Thr680Ser) в экзоне 15 гена HK1, кодиру-

ющего гексокиназу-1, которая катализирует фосфорилирование глюкозы до глю-

козо-6-фосфата, изменяет высококонсервативную последовательность в активном 

сайте фермента и приводит к снижению его активности в эритроцитах пациента с 

синдромом дефицита HK1 (Wijk van et al., 2003).   

Синонимичные SNPs из-за вырожденности генетического кода не изменяют 

аминокислотную последовательность белка. Однако такие замены способны влиять 

на сплайсинг, стабильность и структуру мРНК, а также эффективность трансляции 

и сопряженный с ней фолдинг белка, (Hunt et al., 2009; Shabalina et al., 2013) и, таким 

образом, вносить вклад в развитие различных заболеваний (Рисунок 1). Например, 

было установлено, что аллель Т полиморфизма c.971C>T в сравнении с аллелем С в 

гене-кандидате псориаза CDSN, кодирующего корнеодесмозин, уменьшает скорость 

распада мРНК за счет снижения  связывания с важным для деградации РНК белком 

(Capon et al., 2004). Было показано также, что субстратная специфичность P-глико-

протеина, играющего важную роль в фармакокинетике многих лекарственных ве-

ществ, изменяется под действием синонимичных SNPs в гене MDR1. Оказалось, что 

гаплотип, включающий редкие замены 3435C>T, 1236C>T, 2677G>T, уменьшает ин-

гибирование P-гликопротеина верапамилом по сравнению с гаплотипом дикого типа 

за счет конформационных изменений P-гликопротеина (Kimchi-Sarfaty et al., 2007). 

Изменения конформации этого белка в случае 3435C>T-1236C>T-2677G>T гапло-

типа очевидно происходят за счет снижения скорости трансляции, которое обычно 

наблюдается при замене частых кодонов на редкие вследствие меньшего содержа-

ния в клетке соответствующих тРНК (Komar, 2019; Komar et al., 2024). Синонимич-

ные SNPs могут также влиять на сплайсинг пре-мРНК, что было показано для за-

мены c.362C>T в пятом экзоне MCAD, кодирующего ацил-коэнзим А дегидрогеназу. 

Оказалось, что эта замена приводит к пропуску пятого экзона и, как следствие, воз-

никновению стоп-кодона в шестом экзоне и деградации мРНК MCAD. Установлено, 

что пропуск пятого экзона происходит из-за нарушения мотива связывания фактора 
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сплайсинга SF2/ASF (Nielsen et al., 2007). Подобный механизм может лежать в ос-

нове синдрома дефицита ацил-коэнзим А дегидрогеназы.    

 

Рисунок 1. Механизмы, посредством которых синонимичные cSNPs оказывают 

функциональный эффект. Такие замены способны: А) нарушать мотивы связывания фак-

торов сплайсинга, что приводит к пропуску экзонов и синтезу нефункционального белко-

вого продукта; Б) нарушать стабильность вторичной структуры мРНК, что приводит к из-

менению скорости распада мРНК; В) изменять скорость трансляции в результате замены 
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распространенных кодонов в последовательности мРНК на редкие (для которых в клетке 

существует меньшее количество соответствующих тРНК) или наоборот и, как следствие, 

сопряженный с ней фолдинг белка.  

1.2. Сплайсинг SNPs  

По механизму влияния на процесс сплайсинга выделяют несколько категорий 

сплайсинг (sSNPs) (Рисунок 2) (Anna, Monika, 2018). К первой относятся sSNPs, рас-

положенные в канонических донорных (5’) и акцепторных (3’) сайтах, приводящие 

к пропуску экзона. Например, замена c.606+1G>A в 5’-сайте сплайсинга третьего 

интрона гена MIP (Major Intrinsic Protein Of Lens Fiber) приводит к пропуску экзона 

3, что связано с врожденной катарактой (Zeng et al., 2013). Также, наличие замены в 

сайте сплайсинга может ослаблять его, отклоняя последовательность от консенсус-

ной, что приводит к использованию альтернативных сайтов сплайсинга, и как след-

ствие к включению фрагмента интрона или удалению фрагмента экзона (вторая ка-

тегория). Например, анализ мРНК гена CFTR (белковый продукт участвует в транс-

порте ионов хлора через апикальную мембрану эпителиальных клеток), выделенной 

из эпителия толстой кишки двух пациентов с муковисцидозом, показал, что c.1525-

1G>A разрушает акцепторный сайт в интроне 9, приводя к транскрипции трех раз-

личных изоформ мРНК, которые либо полностью не имели экзона 10, либо имели 

его фрагменты. Для этого использовались альтернативные акцепторные сайты, рас-

положенные в интроне 10 и экзоне 10 (Ramalho, 2003). К третьей категории sSNPs 

относят замены, локализованные в интронах, которые приводят к включению фраг-

мента интрона (псевдоэкзона) в зрелый транскрипт, т.е.  такие варианты создают но-

вые акцепторные или донорные сайты, распознающиеся сплайсосомой. Хорошо из-

вестным примером является связанный с муковисцидозом c.3718-2477C>T в ин-

троне 19 CFTR, который создает новый донорный сайт, что приводит к включению 

псевдоэкзона длиной 84 п.о. в зрелую мРНК. Этот псевдоэкзон содержит стоп-кодон 

в рамке считывания, и, таким образом, транслируемый белок имеет укороченную 

длину и является нефункциональным (Sanz et al., 2017). К четвертой и пятой катего-

риям относят sSNPs, расположенные в экзонах, которые либо создают новые сайты 

сплайсинга, либо нарушают последовательность экзонных энхансеров сплайсинга 

(Exonic Splicing Enhancer, ESE), препятствуя связыванию факторов сплайсинга. В 
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обоих случаях такие экзонные sSNPs приводят к пропуску целого экзона или его 

фрагментов (пример приведен в разделе 1.1.).   

 

Рисунок 2. Категории sSNPs в зависимости от механизма влияния на сплайсинг. Ри-

сунок адаптирован из (Anna, Monika, 2018). I) sSNPs в канонических сайтах сплайсинга (сс), 

приводящие к пропуску целого экзона; II) sSNPs, изменяющие последовательность сайтов 

сплайсинга, что приводит к использованию альтернативных сайтов сплайсинга и, как след-

ствие, включению фрагмента интрона или пропуску экзона; III) sSNPs в интронах, создаю-

щие новые сайты сплайсинга, что приводит к включению фрагмента интрона (псевдоэк-

зона); IV) sSNPs в экзонах, создающие новые сайты сплайсинга, что приводит пропуску 

фрагмента экзона; V) sSNPs, нарушающие последовательность экзонных энхансеров сплай-

синга (Exonic Splicing Enhancer, ESE), что приводит к пропуску целого экзона.   

 Процесс сплайсинга также зависит от наличия специфических последователь-

ностей в интронах, таких как точка ветвления и полипиримидиновый тракт. Одно-

нуклеотидные замены, локализованные в последовательности точки ветвления, мо-

гут приводить к пропуску экзона из-за неправильного связывания белков сплайсинга 

SF1 и U2 или удержанию интрона. Так, связанный с нейрофиброматозом 1 типа 

c.2410-18C>G, расположенный в интроне NF1, кодирующего нейрофибромин, изме-

няет последовательность точки ветвления, что способствует удержанию фрагмента 

интрона 15 длиной 17 п.о. в последовательности мРНК NF1 (XU et al., 2014). sSNPs 
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в полипиримидиновом тракте способны приводить к пропуску экзонов, как проис-

ходит в случае однонуклеотидной замены c.121-13T>A, расположенной в интроне 2 

ACAT1, кодирующего митохондриальную ацетоацетил-КоА-тиолазу. Эта замена из-

меняет последовательность полипиримидинового тракта, что приводит к пропуску 

экзона 3 в ACAT1, синтезу нефункционального белкового продукта и развитию син-

дрома дефицита ацетоацетил-КоА-тиолазы (Aoyama et al., 2017).  

Одно из наиболее масштабных исследований по поиску SNPs, связанных с со-

бытиями сплайсинга (splicing Quantitative Trait Loci Analysis, sQTL анализ), в пост-

мортальных образцах дорсолатеральной префронтальной коры головного мозга 285 

индивидуумов выявил 1539 sQTLs (sSNPs). Показательно, что большая их часть 

(55.3%) была обнаружена в интронах. 24% sSNPs были расположены в экзонах, из 

которых – миссенс sSNPs (11%), синонимичные sSNPs (6.6%), 3’-UTR sSNPs (4.5%), 

5’-UTR sSNPs (1.8%) (Takata et al., 2017). 

1.3. Регуляторные SNPs  

 В широком смысле под регуляторными (rSNPs) понимают варианты, участву-

ющие в регуляции экспрессии генов как на транскрипционном, так и на посттран-

скрипционном уровне (Guo, Wang, 2018; Rojano et al., 2019). К ним относят вари-

анты: 1) влияющие на сродство транскрипционных факторов (ТФ) к их сайтам свя-

зывания на ДНК (Tseng et al., 2021) и эффективность процесса транскрипции; 2) вли-

яющие на эффективность трансляции и стабильность мРНК за счет изменения сай-

тов инициации трансляции, элементов вторичной структуры в 5’-UTR мРНК, сигна-

лов полиаденилирования и сайтов связывания микроРНК в 3’-UTR (Рисунок 3 А) 

(Diederichs et al., 2016).  
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Рисунок 3. Возможное расположение rSNPs в геноме. А) rSNPs (указаны на схеме 

звездочкой) могут быть расположены в: сайтах связывания ТФ (включая ТФ, участвующих 

в пространственной организации хроматина); сайтах инициации трансляции и элементах 

вторичной структуры в 5’-UTR мРНК; сайтах связывания микроРНК в 3’-UTR мРНК; регу-

ляторных элементах, контролирующих сплайсинг пре-мРНК. ТАД – топологически ассо-

циированные домены. Рисунок адаптирован из (Elliott, Larsson, 2021). Б) В данном аб-

страктном примере нуклеотидная замена A>G, расположенная в промоторе, разрушает сайт 

связывания ТФ2, что приводит к снижению экспрессии гена.       

Поскольку по устоявшимся представлениям SNPs, расположенные в регуля-

торных районах генов, затрагивающие сайты связывания ТФ и изменяющие уровень 

транскрипции генов, играют центральную роль в вариабельности фенотипических 

проявлений, включая предрасположенность/устойчивость к многофакторным забо-

леваниям (Abramov et al., 2021; Antontseva et al., 2023; Carrasco Pro et al., 2020; 

Deplancke et al., 2016; Maurano et al., 2015), максимальные усилия исследователей 

сосредоточены на поиске и изучении именно таких вариантов. Соответственно, в 

большинстве современных работ под rSNPs понимают однонуклеотидные замены, 

участвующие в регуляции экспрессии генов на уровне транскрипции (Boytsov et al., 

2022; Degtyareva et al., 2021; Fabo, Khavari, 2023; Riva, 2012). Такие регуляторные 

замены могут разрушать сайт связывания ТФ (Рисунок 3 Б) (Weinhold et al., 2014), 
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создавать сайт связывания для ТФ (Wang et al., 2020b), увеличивать (Fang et al., 2017) 

или уменьшать аффинность связывания ТФ (Jiang et al., 2020a). Например, в недав-

нем исследовании было показано, что аллель rs928413(G) приводит к активации 

транскрипции IL33 за счет создания сайта связывания для ТФ CREB1 в промоторе 

данного гена, что способствует гиперреактивности дыхательных путей и активации 

процессов воспаления, влекущих за собой развитие астмы (Gorbacheva et al., 2018). 

В другом исследовании аллель G полиморфизма rs11568818, расположенного в про-

моторе MMP7, был связан с риском развития гипертонии, предположительно, за 

счет увеличения аффиности связывания с CREB и, как следствие, повышенной экс-

прессией MMP7, кодирующего матриксную металлопротеиназу, которая участвует 

в расщеплении широкого спектра субстратов, включая компоненты внеклеточного 

матрикса, рецепторы факторов роста, провоспалительные молекул и т. д., что может 

приводить к изменению механических свойств сосудов (Subramanian et al., 2019). 

Для аллеля Т полиморфизма rs1967017 было показано увеличение связывания ТФ 

HNF4A в промоторе PDZK1, что приводило к увеличению экспрессии данного гена. 

Считается, что повышенная экспрессия PDZK1, белковый продукт которого участ-

вует в регуляции транспорта уратов, способствует развитию гиперурекимии 

(Ketharnathan et al., 2018). Напротив, аллель риска остеопороза G (rs11568820) в про-

моторе VDR, кодирующего рецептор витамина D3, приводит к снижению связыва-

ния ТФ Cdx-2 по сравнению с аллелем А и подавлению транскрипционной активно-

сти этого гена, и, как следствие, снижению абсорбции кальция в тонком кишечнике 

(Arai et al., 2001). Также сообщалось, что аллель C полиморфизма rs2853669 снижает 

связывание репрессора транскрипции E2F1 c промотором гена обратной транскрип-

тазы теломеразы TERT, что в сочетании с мутацией -124C > T, увеличивающей свя-

зывание активатора ETS2 с промотором  TERT, приводит к повышению экспрессии 

данного гена (Ko et al., 2016). Предполагается, что этот механизм связан с увеличе-

нием риска смертности при гепатоцеллюлярной карциноме. 

 Кроме того, известны случаи, когда повреждение/разрушение сайта связыва-

ния одного ТФ приводило к одновременному образованию сайтов связывания дру-

гого/других ТФ (Allen et al., 2017; Hazelett et al., 2014). Например, аллель риска тя-

желой формы гриппа rs34481144(А), локализованный в промоторе IFITM3, выпол-

няющего протививирусную роль, снижает связывание активатора транскрипци IRF3 
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и повышает связывание CTCF, что приводит к снижению экспрессии IFITM3 и, как 

следствие, снижению количества CD8+ Т-клеток в дыхательных путях у инфициро-

ванных пациентов (Allen et al., 2017).  

 rSNPs, изменяющие сайты связывания ТФ, могут располагаться не только в 

промоторах, но и в других регуляторных областях, расположенных на значительном 

расстоянии от сайтов начала транскрипции. Так, негативная регуляторная область 

(интрон 1 гена FTO), включающая rs1421085, расположена на расстоянии ~520 000 

и ~1 164 000 п.о. от сайтов старта транскрипции генов IRX3 и IRX5 соответственно, 

экспрессию которых она регулирует. В норме участок ДНК, содержащий 

rs1421085(Т), взаимодействует с репрессором транскрипции ARID5B, что приводит 

к снижению транскрипционной активности генов IRX3 и IRX5. У носителей аллеля 

rs1421085(С) нарушается сайт связывания ARID5B, что вызывает повышенную экс-

прессию IRX3 и IRX5, и, как следствие, ингибирование термогенеза в адипоцитах, 

накопление липидов в жировой ткани и увеличение массы тела (Claussnitzer et al., 

2015). В другом исследовании было показано, что rs356168, расположенный в ди-

стальном энхансерном регионе на расстоянии 85024 п.о. от старта транскрипции 

SNCA, кодирующего α-синуклеин, который играет важную роль в развитии болезни 

Паркинсона, участвует в регуляции активности данного гена путем изменения сай-

тов связывания репрессоров EMX2 и NKX6-1 (Soldner et al., 2016). Авторы предло-

жили модель, согласно которой rs356168(А) увеличивает связывание EMX2 и 

NKX6-1 с дистальным энхансером, что приводит к его подавлению и, следовательно, 

к более низкой экспрессии SNCA и уменьшению риска развития болезни Паркин-

сона. Напротив, rs356168(G) уменьшает связывание энхансерных супрессоров с ди-

стальным энхансером, что способствует повышению экспрессии SNCA и увеличе-

нию риска развития болезни Паркинсона. rSNPs, изменяющие сайты связывания ТФ, 

также могут располагаться в областях, участвующих в формировании хроматиновых 

петель в пределах топологически ассоциированных доменов (Topologically 

associating domains, TADs), и влиять на их функциональную активность. Такой эф-

фект был обнаружен в случае rs1990620, связанного с лобно-височной дегенерацией 

(Gallagher et al., 2017). rs1990620 расположен в  цис-регуляторном элементе в преде-

лах суб-TAD размером ~250 тыс. п.о. Показано, что рисковый аллель A (rs1990620) 

повышает эффективность связывания CTCF с цис-регуляторным элементом, что 
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приводит к увеличению стабильности трехмерной структуры хроматина в пределах 

данного суб-TAD и, как следствие, повышению экспрессии TMEM106B и развитию 

лобно-височной дегенерации.   

2. Регуляторные SNPs в функциональной интерпретации данных GWAS 

Самым широко используемым методом, направленным на установление связи 

между SNPs и фенотипическими признаками, является полногеномный анализ ассо-

циаций (Genome-Wide Association Studies, GWAS). С помощью данного метода 

можно одновременно тестировать до нескольких миллионов SNPs, распределенных 

по всему геному, на предмет ассоциации с интересующим признаком. К настоящему 

времени в публично доступном каталоге GWAS содержится информация о более 

чем 622 тыс. ассоциациях (с уровнем значимости P<5×10-8) между >300000 SNPs и 

>20000 признаков, включая ассоциации вариантов с различными категориями муль-

тифакториальных заболеваний (метаболических, онкологических, аутоиммунных, 

сердечно-сосудистых, нейродегенеративных, инфекционных и др.), а также с инди-

видуальным ответом на  те или иные лекарственные препараты (Hettiarachchi, 

Komar, 2022; URL: https://www.ebi.ac.uk/gwas/). 

Хотя GWAS оказался эффективен в установлении ассоциаций между генети-

ческими вариантами и признаками, данный метод имеет серьезные ограничения. Во-

первых, для достижения необходимой статистической мощности требуются вы-

борки большого размера (от нескольких тысяч до миллионов). Во-вторых, методо-

логия GWAS не позволяет находить функциональные варианты, непосредственно 

влияющие на фенотип, среди множества маркерных, находящихся в неравновесии 

по сцеплению с ними. И самое главное, GWAS не предоставляет никакой информа-

ции о молекулярных механизмах, за счет которых найденные варианты способ-

ствуют развитию заболеваний (Tam et al., 2019). Учитывая, что около 90% из заре-

гистрированных в каталоге GWAS SNPs локализованы в некодирующих, преимуще-

ственно регуляторных районах генома (Bryzgalov et al., 2013; Fabo, Khavari, 2023; 

Farh et al., 2015; Hindorff et al., 2009; Maurano et al., 2012), то есть предположительно 

являются регуляторными (rSNPs), выяснение функциональной роли этих SNPs явля-

ется наиболее актуальной задачей. В связи с этим, в последние годы широко развер-

нулись исследования по функциональной интерпретации данных GWAS как на 
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уровне отдельных rSNPs, так и на массовом уровне (Antontseva et al., 2023; 

Degtyareva et al., 2021). 

Для функционального изучения отдельных потенциальных rSNPs в настоящее 

время используется широкий спектр экспериментальных методов. Наиболее часто 

применяется анализ задержки ДНК-зонда в геле (Electrophoretic Mobility Shift Assay, 

EMSA) белками ядерного экстракта или выбранными транскрипционными факто-

рами, который позволяет обнаружить влияние SNP на связывание какого-либо ТФ, 

а также репортерный анализ для определения однонуклеотидных замен, влияющих 

на экспрессию репортерного гена (Alsheikh et al., 2022). Хотя с помощью этих мето-

дов удалось функционально охарактеризовать rSNPs в ряде локусов GWAS, количе-

ство таких вариантов на настоящий момент не превышает трех сотен (Alsheikh et al., 

2022). В связи с этим, высокую значимость приобретают методы, направленные на 

массовую интерпретацию GWAS rSNPs. Для этого разработаны масштабированные 

версии репортерного анализа и EMSA: MPRA (Massively Parallel Reporter Assay) - 

для одновременного анализа до нескольких десятков тысяч SNPs, влияющих на экс-

прессию репортерного гена, и Reel-seq, SNPseq, SNP-SELEX - для изучения взаимо-

действия белков с последовательностями ДНК, содержащими интересующие SNPs 

(Degtyareva et al., 2021).  

Например, в исследовании J.C. Klein и его коллег с помощью MPRA было про-

тестировано 1605 SNPs, 35 из которых были связаны с остеоартритом у европейцев 

по данным GWAS, а остальные находились в неравновесии по сцеплению с ними 

(Klein et al., 2019). Из всех SNPs, 6 показали дифференциальную регуляторную ак-

тивность между референсными и альтернативными аллелями в клеточной линии 

остеосаркомы (Saos-2), и для трех из них эта активность была подтверждена в обыч-

ном репортер-люциферазном анализе. В другом исследовании с помощью MPRA 

анализа было протестировано 5173 SNPs, ассоциированных с шизофренией по дан-

ным GWAS. Из них, 439 SNPs продемонстрировали аллель-специфическую регуля-

торную активность в нейронных клетках-предшественниках человека (hHNP) 

(McAfee et al., 2023). 

Масштабированная версия EMSA - Reel-seq (Regulatory element-sequencing) 

была применена для поиска rSNPs, влияющих на эффективность связывания с ядер-

ным экстрактом из клеточной линии рака молочной железы (MDA-MB-468) аллель-
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специфическим образом (Zhao et al., 2020). Для этого было синтезировано 8676 оли-

гонуклеотидов, включающих в свою последовательность аллельные варианты 4316 

SNPs, связанных с раком молочной железы по данным GWAS. В результате анализа 

было выявлено 521 потенциальных rSNPs, демонстрирующих аллельный дисбаланс 

в связывании ядерного экстракта. Аллель-специфические эффекты были подтвер-

ждены для 12 из выбранных полиморфизмов с помощью обычного EMSA и анализа 

влияния на люциферазную активность. Методически схожим подходом для одно-

временного скрининга нескольких тысяч SNPs на предмет аллель-специфических 

различий в эффективности связывания с белками является SNP-seq (Zhang et al., 

2018). SNP-seq был использован для изучения аллель-специфического связывания 

374 SNPs, ассоциированных с раком простаты, с ядерным экстрактом из клеточной 

линии рака простаты человека (LNCaP). По результатам анализа был выявлен 101 

SNPs, которые демонстрировали разницу в связывании ядерного экстракта между 

референсным и альтернативным аллелем более чем в 1.5 раза. Наиболее масштабное 

исследование потенциальных rSNPs с целью определения прямого эффекта одно-

нуклеотидной замены на связывание ТФ было опубликовано в 2021 году (Yan et al., 

2021). В нем был применен подход, называемый SNP-SELEX (SNP evaluation by Sys-

tematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment). Авторы синтезировали 

383544 олигонуклеотидов, включающих все возможные аллели 95886 SNPs, которые 

либо ассоциированы с диабетом типа 2, либо находятся в неравновесии по сцепле-

нию в пределах 500000 п.о. от них. Используя 270 рекомбинатных ТФ, авторы про-

вели мультиплексный анализ их связывания с олигонуклеотидами и выявили 11 079 

SNPs, демонстрирующих аллель-специфическое связывание хотя бы с одним ТФ. 

Наиболее частым способом функциональной интерпретации вариантов, выяв-

ленных в GWAS, является их сопоставление с локусами количественных признаков 

экспрессии (eQTL) (Рисунок 4) (Alsheikh et al., 2022; Gamazon et al., 2019; Gerring et 

al., 2020; Hormozdiari et al., 2016; Ratnapriya et al., 2019). Термин eQTL либо означает 

факт наличия связи между вариантом (eVariant) и уровнем экспрессии некого гена/ 

генов (eGene/eGenes) (Aguet et al., 2020; GTEx Consortium et al., 2017), либо отно-

сится непосредственно к SNP, аллели которого демонстрируют такую связь, и в этом 

смысле употребляется гораздо чаще (Fairfax et al., 2014; Fan et al., 2020; Jiang et al., 

2020b; Werling et al., 2020).  Для поиска eQTL используют транскриптомные данные, 
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полученные как с использованием микрочипов (Fairfax et al., 2014; Westra, Franke, 

2014), так и с помощью РНК-секвенирования (RNA-seq) (Aguet et al., 2020). Их 

вполне достаточно для детекции eQTL, расположенных в транскрибируемых райо-

нах (Göring et al., 2007). Для выявления же всего их множества требуются также дан-

ные по секвенированию генома (Aguet et al., 2020; Werling et al., 2020). В отличие от 

GWAS, требующего десятков и сотен тысяч участников, для картирования eQTL 

требуется всего несколько сотен образцов (Aguet et al., 2020; Yazar et al., 2022). Од-

нако также, как и GWAS, eQTL анализ сталкивается с проблемой поиска функцио-

нальных вариантов, расположенных в неравновесии по сцеплению с множеством 

маркерных. Кроме того, eQTL анализ не выявляет ТФ, изменение сайтов связывания 

которых предположительно является причиной изменения экспрессии генов 

(Degtyareva et al, 2021). 

 

Рисунок 4. Схема eQTL анализа для каждого SNP. Рисунок адаптирован из 

(Antontseva et al., 2023). Для каждого участника получают данные генотипирования и тран-

скриптомные данные. Люди разбиваются на группы в зависимости от генотипа по каждому 

исследуемому полиморфизму (в данном примере, генотипы AA, AG, GG одного полимор-

физма), и оценивается дифференциальная экспрессия генов у представителей этих групп. 

Наиболее масштабным проектом, направленным на поиск eQTLs, является 

GTEx (The Genotype-Tissue Expression). В рамках данного проекта было получено 
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15201 результатов RNA-seq для 49 тканей 838 посмертных доноров, что позволило 

идентифицировать 4 278 636 генетических вариантов, связанных с изменением экс-

прессии 18 262 белок-кодирующих генов и 5006 генов, кодирующих длинные неко-

дирующие РНК (Aguet et al., 2020). По данным GTEx было показано, что eQTLs де-

монстрируют обогащение вариантами из каталога GWAS по сравнению со всеми 

протестированными SNPs (в 1.46 раз для цис-eQTLs и в 6.97 раз для транс-eQTLs) 

(Aguet et al., 2020). Существуют и другие развивающиеся проекты, направленные на 

поиск eQTLs. Например, в рамках первой фазы проекта eQTLGen было получено 

около 3670000 eQTLs, выявленных в результате анализа транскриптомных данных 

от 31684 образцов цельной крови (Võsa et al., 2021a). 

Для массовой интерпретации результатов GWAS также широко используются 

данные функциональной геномики, такие как данные о полногеномных профилях 

связывания ТФ и гистоновых модификаций (ChIP-seq) (Li et al., 2020b), полногеном-

ных профилях открытого хроматина (ATAC-seq) (Corces et al., 2020), трехмерных 

хроматиновых контактах (Hi-C) и расположении энхансерных и суперэнхансерных 

районов (Barbeira et al., 2021; Gong et al., 2018; Sun et al., 2018). Например, в резуль-

тате применения комплексного подхода, включающего данные ChIP-seq по 210 ТФ 

и Hi-C по промотор-энхансерным взаимодействиям в клеточной линии HepG2, а 

также данные eQTL анализа, проведенного на биоптатах печени лиц с ожирением, 

было установлено влияние 12169 некодирующих SNPs, ассоциированных с ишеми-

ческой болезнью сердца и инфарктом миокарда по данным GWAS, на экспрессию 

734 генов, из которых 908 проявляли аллель-специфическое связывание ТФ 

(Selvarajan et al., 2021).   

3.  Широкомасштабный поиск аллель-специфических событий в транскрип-

томных и эпигеномных данных  

Те же методы функциональной геномики, используемые для интерпретации 

данных GWAS, могут применяться и для самостоятельного, независимого от GWAS 

поиска rSNPs. Это может быть определение в транскриптомах разницы в уровне экс-

прессии отдельных генов у гомозигот по разным аллелям, а также гетерозигот для 

каждого SNP (eQTL анализ) (Fagny et al., 2020; Saha et al., 2017; Tewhey et al., 2016); 

идентификация SNP, проявляющих асимметрию представленности аллелей в эпиге-

номных (DNase-seq, ChIP-seq, ATAC-seq) (Рисунок 5 А) или в транскриптомных 
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(RNA-seq) (Рисунок 5 Б) данных, а также определение эффекта аллеля на экспрессию 

репортерного гена с помощью MPRA (Movva et al., 2019; Vockley et al., 2015). 

 

Рисунок 5. Поиск аллель-специфических событий. Рисунок адаптирован из 

(Antontseva et al., 2023). Поиск аллель-специфических событий заключается в определении 

разницы в представленности прочтений, содержащих референсный или альтернативный ал-

лель, для каждого гетерозиготного полиморфного сайта диплоидного организма. А) Ал-

лельный дисбаланс количества прочтений в гетерозиготном сайте в эпигеномных данных 

(DNase-seq, ATAC-seq, ChIP-seq) указывает на событие аллель-специфического связывания 

(Allele-specific binding, ASB); Б) Аллельный дисбаланс количества прочтений в гетерози-

готном сайте в транскриптомных данных (RNA-seq) указывает на событие аллель-специфи-

ческой экспрессии (Allele-specific expression, ASE).   

В частности, широко используемым подходом к целенаправленному поиску 

rSNPs является анализ аллель-специфических событий в транскриптомных (Рисунок 

5 Б) и/или эпигеномных данных (Рисунок 5 А). Данный подход позволяет количе-

ственно определять разницу в представленности двух аллелей для каждого гетеро-

зиготного полиморфного сайта диплоидного организма в соответствующих типах 

данных (Cavalli et al., 2016a; Korbolina et al., 2021). Например, данные ChIP-seq экс-

периментов позволяют регистрировать функциональный эффект однонуклеотидных 

замен в гетерозиготных полиморфных участках, расположенных в сайтах связыва-

ния ТФ (Рисунок 5 А). В случае, если ни один из аллелей гетерозиготного SNP не 
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меняет эффективность связывания исследуемого ТФ, то можно ожидать равномер-

ного распределения прочтений с каждым из вариантов. Статистически значимое от-

клонение в количестве картированных прочтений между двумя аллелями гетерози-

готного сайта представляет собой событие аллель-специфического связывания 

(Allele-Specific Binding, ASB) ТФ. Важно отметить, что аллель-специфические собы-

тия для каждого индивидуума регистрируются на одном генетическом фоне и в 

идентичных условиях окружающей среды, которые оказывают одинаковое влияние 

на аллели индивидуума в течение всей его жизни.  Это позволяет получать досто-

верные данные при исследовании очень малого числа индивидуумов, вплоть до од-

ного (Harvey et al., 2015), что является важным преимуществом по сравнению с eQTL 

и GWAS исследованиями, основанными на анализе больших выборок людей с раз-

ным генетическим фоном и условиями жизни. Увеличение размера выборки для ана-

лиза аллель-специфических событий требуется лишь для включения в анализ боль-

шего числа гетерозиготных SNPs.  

Первые работы по полногеномному поиску событий ASB с помощью обще-

доступных данных ChIP-seq были выполнены в лаборатории Клааса Ваделиуса. Ав-

торы провели анализ данных ChIP-seq, полученных с использованием антител про-

тив 55 и 57 ТФ на клеточных линиях гепатоцеллюлярной карциномы (HepG2) и рака 

шейки матки (HeLa S3) соответственно. В результате они выявили 3001 ASB SNPs в 

HepG2 и 712 в HeLa S3 (Cavalli et al., 2016b). При выборочной экспериментальной 

проверке для 27 из 39 ASB SNPs был подтвержден аллель-специфический эффект в 

репортерном анализе на клеточной линии HepG2.  Оказалось, что 69 ASB SNPs из 

всех найденных связаны с различными фенотипическими признаками печени (холе-

стерин, триглицериды, первичный биллиарный цирроз, фибриноген и т.д.) по дан-

ным GWAS. Тот же подход позволил обнаружить 9962 ASB SNPs в клеточных ли-

ниях GM12878, H1-hESC, K562 и SK-N-SH (Cavalli et al., 2016a). Дальнейший анализ 

данных показал, что 141 ASB SNPs были связаны с различными признаками по дан-

ным GWAS, а 446 ASB SNPS с eQTLs эффектами. Причем, из всех найденных ASB 

SNPs более 90% было выявлено путем анализа данных ChIP-seq всего по 20-ти ТФ. 

Проведенные авторами вычисления показали, что данные ChIP-seq по 3-10 индиви-

дуумам теоретически позволяют определить события ASB для 65–70% SNPs с 

MAF≥5 %.  
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В 2021 году по результатам поиска событий ASB в более 7000 экспериментах 

ChIP-Seq с антителами к 674 ТФ, проведенных на 337 типах клеток, была создана 

база данных ADASTRA (Allelic Dosage-corrected Allele-Specific human Transcription 

factor binding sites). В ней было представлено около 270 тысяч потенциальных rSNPs, 

локализованных в сайтах ASB транскрипционных факторов (Abramov et al., 2021; 

URL: https://adastra.autosome.org/soos). Было показано, что большая часть ASB SNPs 

расположена в интронах (36.5%), межгенных областях (25.8%) и промоторах 

(18.9%). При этом, статистически значимые ASB SNPs демонстрировали обогаще-

ние энхансерами (в 4 раза) и промоторами (в 3 раза) по сравнению со всеми проте-

стированными SNPs. Для 80% ASB SNPs, попадающих в предсказанные мотивы свя-

зывания ТФ, наблюдалось соответствие количества прочтений с тем или иным алле-

лем и изменением структуры предсказанного мотива (аллели с большим количе-

ством прочтений с большей вероятностью изменяют структуру мотива ТФ и наобо-

рот). Кроме того, ASB SNPs демонстрировали значимое обогащение фенотипиче-

скими ассоциациями из каталога GWAS по сравнению со всеми протестированными 

SNPs (Abramov et al., 2021), что предполагает важную роль таких SNPs в формиро-

вании соответствующих признаков. В 2022 году на основе ресурса ADASTRA была 

создана база данных ANANASTRA (Annotation and enrichment Analysis of Allele-

SpecificTRAnscription factor binding at SNPs), в которой к настоящему времени со-

держится 652595 ASB SNPs (Boytsov et al., 2022; URL: https://ananastra.autosome.org). 

Поскольку аллель-асимметричные изменения в профилях гистоновых моди-

фикаций и открытого хроматина являются отражением изменений в связывании ТФ 

с разными аллелями rSNPs (Abramov et al., 2021; Arthur et al., 2024; Benaglio et al., 

2019; Cavalli et al., 2019; Degtyareva et al., 2021; Huang et al., 2018a; Johnston et al., 

2019), эти данные также широко применяются для поиска rSNPs. В частности, был 

проведен поиск rSNPs на основе анализа аллель-специфических событий в распре-

делении гистоновых модификаций H3K4me3, H3K4me1 и H3K27ac, выявленных в 

данных ChIP-seq на семи лимфобластоидных клеточных линиях человека (Cavalli et 

al., 2019). Данные гистоновые модификации являются метками открытого хрома-

тина: пики ChIP-seq H3K4me3, как правило, обнаруживаются в промоторных регио-

нах в пределах ±1000 п.о. от старта транскрипции (Beacon et al., 2021a; Zhang et al., 

2016), пики H3K4me1 встречаются преимущественно в энхансерах (Rada-Iglesias, 
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2018), а пики H3K27ac - как в промоторах, так и энхансерах (Beacon et al., 2021b; 

Raisner et al., 2018; Zhao et al., 2021b). В результате проведения анализа было обна-

ружено 17293 rSNPs. 237 из них были связаны с признаками, относящимися к фено-

типу B-клеток, более 100 – с заболеваниями, в патогенез которых вовлечены B-

клетки, а 714 – с изменением экспрессии генов в B-клетках (Cavalli et al., 2019).     

 Эффективными методами определения аллель-специфических изменений в 

профиле открытого хроматина также являются ATAC-seq (Assay for Transposase-

Accessible Chromatin using sequencing) и DNase-seq (DNase I hypersensitive sites se-

quencing). Используя ATAC-seq, удалось обнаружить 53 rSNPs с ASB эффектом в 

клетках рака молочной железы человека (MCF-7) и 125 rSNPs в мезенхимальных 

стволовых клетках (MSC). По данным GTEx было установлено, что 30,2% rSNPs, 

найденных в MCF-7, и 42,6% rSNPs в MSC идентифицировалась как eQTLs, что ука-

зывает на их важную роль в регуляции экспрессии генов (Xu et al., 2020). В другой 

работе, по результатам анализа 493 профилей открытого хроматина в различных кле-

точных линиях, полученных по данным DNase-seq, было обнаружено 64599 rSNPs с 

ASB эффектом, большинство из которых перекрывали мотивы сайтов связывания 

ТФ (Maurano et al., 2015).  

 К другому типу данных, применяемых для эффективного поиска rSNPs на ос-

новании анализа аллель-специфических событий, относятся транскриптомные дан-

ные (Рисунок 5 Б). Технология RNA-seq позволяет количественно оценить уровень 

экспрессии каждого из аллелей в любом гетерозиготном участке у диплоидной 

особи и обнаружить аллельный дисбаланс между ними - события аллель-специфи-

ческой экспрессии (Allele-Specific Expression, ASE). Например, используя данные 

RNA-seq, полученные на лимфобластоидных клеточных линиях от 77 индивидуу-

мов, и данные о генотипах из проекта «1000 геномов», было идентифицировано 2309 

rSNPs, связанных с событиями ASE. Эти rSNPs были обогащены промоторными рай-

онами, и 108 из них были связаны с иммунными заболеваниями человека (Kang et 

al., 2016). В другой работе проведена интеграция данных ASE и eQTL анализа, в ре-

зультате чего было обнаружено 10097 цис-eQTLs при анализе 471 образцов тканей 

предстательной железы здоровых индивидуумов. Полученные цис-eQTLs преиму-

щественно располагались вблизи старта транскрипции и были обогащены вариан-

тами из GWAS, связанными с раком простаты. Авторы установили, что eQTL анализ 

https://en.wikipedia.org/wiki/DNase_I_hypersensitive_site
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с учетом ASE демонстрирует лучшую воспроизводимость результатов eQTL ана-

лиза, полученных в других исследованиях, в сравнении с подходом без учета ASE 

(Larson et al., 2015).  

 Сочетание анализа эпигеномных (анализ событий ASB) и транскриптомных 

(анализ событий ASE) типов данных можно рассматривать в качестве наиболее про-

дуктивного подхода к поиску rSNPs, так как позволяет получить двойное подтвер-

ждение функциональности rSNPs. Например, в одном из наших исследований с ис-

пользованием данных ChIP-seq из проекта ENCODE с гистоновыми модификациями 

H3K27ac, H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3, H3K27me3 и с 456 ТФ, а также данных 

RNA-seq, полученных на нескольких клеточных линиях, было найдено 1633 rSNPs, 

связанных с событиями ASB и ASE (Bryzgalov et al., 2018). По данным GWAS, из 

полученной панели rSNPs 14 были ассоциированы с когнитивными расстройствами, 

а 27 – с онкологическими заболеваниями (Korbolina et al., 2018). Однако в этом ис-

следовании, как и в большинстве других работ (Cavalli et al., 2016a; Cavalli et al., 

2016b; Chen et al., 2016a), использовались линии раковых клеток с высоким уровнем 

геномной нестабильности, что значительно усложняет поиск аллель-специфичных 

событий. Более того, серьезным недостатком при использовании раковых клеточных 

линий является то, что идентифицированные rSNPs проявляют свою функциональ-

ность в условиях, весьма далеких от естественного контекста организма. Использо-

вание биопсийных и/или хирургических образцов тканей от здоровых людей решает 

эти проблемы, однако исследований с таким материалом на данный момент все еще 

очень мало (Chen et al., 2016b; Korbolina et al., 2021). 

 Стоит отметить, что анализ событий ASB и ASE, как и другие методы функ-

циональной геномики, используемые для целенаправленного поиска rSNPs, не поз-

воляет установить связь найденных rSNPs с фенотипическими признаками. Самым 

популярным способом решения этой задачи является сопоставление полученных ре-

зультатов с имеющимися данными GWAS. Однако в настоящее время таким образом 

обычно удается связать с различными признаками далеко не все найденные rSNPs. 

В ряде исследований количество rSNPs, связанных с различными признаками по 

данным GWAS, не превышало 4.5% (Cavalli et al., 2016a; Cavalli et al., 2016b; 

Korbolina et al., 2021).  Для решения этой задачи можно проводить дополнительный 
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анализ с использованием транскриптомных данных для сравнения экспрессии у но-

сителей разных генотипов (Korbolina et al., 2021), а также поиск rSNPs в дифферен-

циально экспрессируемых генах между группами индивиидумов, отличающихся по 

интересующему признаку (Yazdani et al., 2020). Как в первом, так и во втором случае, 

последующий анализ выявленных генов с помощью современных инструментов 

функциональной аннотации (GO, KEGG и др.) позволяет определить молекулярные 

процессы и пути, в которых участвуют rSNPs, и на основании этого сделать предпо-

ложение о связи rSNPs с формированием интересующего фенотипа.   

4. Патогенетические механизмы развития сахарного диабета типа 2 и функци-

ональная интерпретация потенциально регуляторных SNPs, ассоциированных 

с данным заболеванием 

Сахарный диабет типа 2 является одним из наиболее распространенных мета-

болических заболеваний и самой распространенной формой диабета (90% от всех 

зарегистрированных случаев (DeFronzo et al., 2015; Prasad, Groop, 2015), характери-

зующаяся хронической гипергликемией, развивающейся в результате снижения чув-

ствительности тканей к действию инсулина (инсулинорезистентность), а также 

нарушением его секреции (Galicia-Garcia et al., 2020; Himanshu et al., 2020). По оцен-

кам за 2017 год, во всем мире зарегистрировано около 462 млн. людей с диабетом 

второго типа (в среднем 6059 случаев на 100 тыс. человек) (Khan et al., 2019) и в 

ближайшие десятилетия заболеваемость диабетом типа 2 будет только расти. 

Литературные данные свидетельствуют о том, что глюкотоксичность, вызван-

ная хронической гипергликемией, оказывает негативное воздействие на многие 

типы клеток, такие как: β-клетки поджелудочной железы, приводя к нарушению сек-

реции инсулина (Eizirik et al., 2020); клетки печени, вызывая стресс эндоплазматиче-

ского ретикулума, гибель гепатоцитов и неалкогольную жировую болезнь печени 

(Mota et al., 2016); клетки жировой ткани, приводя к гипертрофии и гиперплазии 

адипоцитов, развитию дислипидемии и воспаления (Dilworth et al, 2021); мышечные 

клетки, вызывая дисфункцию миоцитов (Feraco et al., 2021; Merz, Thurmond, 2020); 

клетки врожденного иммунитета, провоцируя воспалительную реакцию (Pezhman et 

al., 2021) и активацию клеток моноцитарной линии (Torres-Castro et al., 2016). 

Помимо инсулинорезистентности в основных инсулинзависимых тканях (мы-

шечная, жировая и печеночные ткани) и снижения секреции инсулина β-клетками 
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поджелудочной железы, выделяют ряд других механизмов, способствующих хрони-

ческой гипергликемии и развитию сахарного диабета типа 2: повышенная реабсорб-

ция глюкозы натрий-глюкозным котранспортером 2-го типа (SGLT2) в почечных ка-

нальцах; нарушение инкретинового ответа на прием пищи вследствие снижения 

уровня глюкагоноподобного пептида 1 и глюкозозависимого инсулинотропного по-

липептида, стимулирующих секрецию инсулина; повышенная секреция глюкагона 

α-клетками поджелудочной железы и повышенная чувствительность клеток печени 

к нему; нарушение регуляции аппетита вследствие резистентности к лептину, глю-

кагоноподобному пептиду 1, амилину и пептиду YY, подавляющих чувство голода 

и замедляющих скорость опорожнения желудка, в сочетании с низким уровнем до-

фамина и повышенным уровнем серотонина в мозге (DeFronzo et al., 2015).  

Известно, что сахарный диабет типа 2 также характеризуется развитием хро-

нического воспаления низкой интенсивности в сердечно-сосудистой системе, поч-

ках, жировой ткани и других органах (Tsalamandris et al., 2019). В реализации дан-

ного типа воспаления ведущую роль играют макрофаги (Mantovani et al., 2013). Мак-

рофаги реагируют на изменения окружающей среды либо провоспалительным (M1), 

либо противовоспалительным (M2) способом и могут поляризоваться в обоих 

направлениях. Как правило, при диабете второго типа и/или ожирении происходит 

поляризация моноцитов в сторону М1-подобных макрофагов, что также сопровож-

дается уменьшением количества противовоспалительных Т-клеток (Treg) и B-1 лим-

фоцитов в кровяном русле и жировой ткани, и увеличением количества провоспали-

тельных эффекторных Т-клеток (CD8+, CD4+) и B-2 лимфоцитов (SantaCruz-Calvo et 

al., 2022). Такое изменение профиля иммунных клеток приводит к хроническому 

воспалению посредством высвобождения провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-

12, IL-23, IFNγ и т.д), которые являются ключевыми участниками нарушения пере-

дачи сигналов инсулина, ведущих к инсулинорезистентности. Провоспалительные 

цитокины вызывают инсулинорезистентность путем активации серин/треониновых 

протеинкиназ, включая IκB киназу-β (IKKβ), аминоконцевую киназу 1 JUN (JNK1; 

также известную как MAPK8), p38 MAPK киназу и т.д., которые фосфорилируют 

остатки серина в аминокислотной последовательности субстрата инсулинового ре-

цептора 1 (IRS-1), снижая способность IRS-1 связываться с рецептором инсулина, и, 

таким образом, ингибируют дальнейшую внутриклеточную передачу инсулинового 
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сигнала (Рисунок 6) (Haeusler et al., 2018). Интересно, что передача сигналов IL-6 

подавляет чувствительность к инсулину посредством различных механизмов, вклю-

чающих путь JAK/STAT, который контролирует транскрипцию его собственного су-

прессора, известного как супрессор передачи цитокиновых сигналов SOCS3. Высо-

кие уровни IL-6 вызывают повышенную экспрессию SOCS3, который физически 

взаимодействует с IRS-1 и ингибирует его связывание с рецептором инсулина 

(Acosta-Martinez, Cabail, 2022). Некоторые киназы, в частности IKKβ, помимо пря-

мого ингибирования инсулиновой сигнализации, способны поддерживать хрониче-

ское воспаление в тканях путем активации ТФ NF-κB, который контролирует экс-

прессию множества провоспалительных генов во многих тканях. Активация пути 

IKKβ/NF-κB создает амплифицирующую петлю, которая стимулирует продукцию 

широкого спектра воспалительных хемокинов и цитокинов, что в дальнейшем спо-

собствует вовлечению еще большего количества иммунных клеток, усиливая воспа-

лительный ответ (Catrysse, Loo van, 2017). В свою очередь, хроническое воспали-

тельное состояние, связанное с диабетом типа 2, приводит к развитию долгосрочных 

последствий: макрососудистых осложнений, включая ряд сердечно-сосудистых за-

болеваний (Beckman et al., 2013; Campbell et al., 2009) и микрососудистых осложне-

ний, включая диабетическую ретинопатию, нефропатию и нейропатию (Tomic et al., 

2022). Кроме того, длительное течение сахарного диабета типа 2 может способство-

вать хроническому воспалению центральной нервной системы и нейродегенерации 

(Nguyen et al., 2020), а также может лежать в основе связи диабета типа 2 с другими 

заболеваниями, вызванными воспалением, таких, например, как ревматоидный арт-

рит (Rohm et al., 2022). 
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Рисунок 6. Молекулярный механизм развития инсулинорезистентности вследствие 

хронического воспаления. Рисунок адаптирован из (Berbudi et al., 2020). Инсулин, связыва-

ясь с инсулиновым рецептором, приводит к его аутофосфорилированию, фосфорилирова-

нию тирозиновых остатков субстратов инсулинового рецептора (IRS-1/2) и, как следствие, 

транслокации глюкозных транспортеров (GLUT) к поверхности плазматической мембраны 

клеток. Фосфорилирование сериновых остатков этих же субстратов под действием цен-

тральных медиаторов стресса и воспалительных реакций (киназ JNK1 и IKKβ) вызывает 

резистентность к инсулину аутокринным и паракринным образом. Кроме того, IKKβ киназа 

способна поддерживать хроническое воспаление в тканях путем активации ТФ NF-κB, ко-

торый контролирует экспрессию множества провоспалительных генов во многих тканях. 

ЭР – эндоплазматический ретикулум.   

Сахарный диабет типа 2 относится к группе мультифакториальных заболева-

ний, включающих комбинацию генетических, эпигенетических факторов и факто-

ров окружающей среды, таких как ожирение, высококалорийное питание, малопо-

движный образ жизни, стресс, курение и т.д. (DeFronzo et al., 2015; Zheng et al., 2018). 

Оценка наследуемости диабета второго типа варьирует от 25% до 80% в семейных и 

близнецовых исследованиях. При этом, риск развития сахарным диабетом типа 2 со-

ставляет 40% для людей, у которых один из родителей болен диабетом типа 2, и 
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почти 70%, если оба родителя больны (Prasad, Groop, 2015). К настоящему времени 

многочисленные GWAS исследования в совокупности с более ранними методами 

генетических исследований, такими как анализ сцепления, ген-кандидатный анализ, 

выявили более 700 локусов риска диабета типа 2 (Laakso et al., 2022; Suzuki et al., 

2024; Vujkovic et al., 2020). В этих локусах наиболее известными генетическими ва-

риантами, связь которых с диабетом типа 2 была подтверждена в многочисленных 

исследованиях в разных популяциях, являются: rs7903146 (Prasad, Groop, 2015), рас-

положенный в интроне 3 гена TCF7L2, кодирующего одноименный ТФ, который иг-

рает важную роль в сигнальном пути Wnt, вовлеченного в ряд фундаментальных 

процессов, включая адипогенез (Geoghegan et al., 2019); и миссенс-вариант 

rs1801282 (p.Pro12Ala) (Imamura, Maeda, 2024), локализованный в 12-ом кодоне эк-

зона B гена PPARG2, кодирующий ядерный рецептор, участвующий в регуляции 

дифференцировки адипоцитов, передаче инсулинового сигнала и чувствительности 

к инсулину (Vimaleswaran et al., 2010). Ассоциация с сахарным диабетом типа 2 

также была воспроизведена в различных популяциях для некоторых вариантов в ге-

нах: KCNQ1 (rs163184, rs2237892), кодирующего порообразующую субъединицу по-

тенциал-зависимого калиевого канала, который экспрессируется во многих типах 

клеток и играет важную роль в регуляции секреции инсулина; ANK1 (rs515071, 

rs516946), кодирующего белок семейства анкиринов, который обеспечивает подвиж-

ность клеток, их пролиферацию и активацию; MTNR1B (rs1387153), ответственного 

за синтез одной из формы рецептора мелатонина, которая участвует в ингибирова-

нии секреции инсулина; SLC30A8 (rs11558471, rs3802177), кодирующего транспор-

тер цинка, который обеспечивает накопление цинка в секреторных гранулах β-кле-

ток поджелудочной железы; CDC123 (rs12779790, rs11257655, rs10906115), белко-

вый продукт которого участвует в регуляции клеточного цикла и синтеза белка; 

GLIS3 (rs7041847, rs10814916) и HNF1B (rs4430796), кодирующих факторы тран-

скрипции, которые участвуют в развитии и дифференциаци клеток поджелудочной 

железы (Prasad, Groop, 2015) и др.  

Однако, поскольку исследования GWAS не выявляют молекулярные меха-

низмы, за счет которых SNPs приводят к формированию фенотипа, то и для боль-

шинства вариантов, связанных с диабетом второго типа, роль в патогенезе данного 

заболевания остаётся в значительной степени неизвестной (DeFronzo et al., 2015). 
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Учитывая, что многие из них локализуются в некодирующих областях генома 

(Mahajan et al., 2018; Meigs, 2019), можно предположить, что они оказывают свое 

действие путем модуляции экспрессии генов. В настоящее время существуют не-

сколько примеров таких регуляторных SNPs (rSNPs). Так, с помощью FAIRE-seq 

(Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements sequencing – метода полноге-

номного определения областей открытого хроматина посредством выделения сво-

бодных от нуклеосом участков ДНК путем фенол-хлороформной экстракции и их 

последующего секвенирования), выполненного на островках Лангерганса поджелу-

дочной железы человека, было картировано 38 вариантов риска развития диабета 

типа 2. Отдельно для rs7903146 было продемонстрировано, что данный полимор-

физм изменяет локальную структуру хроматина аллель-специфическим образом, где 

аллель риска rs7903146 (Т) связан с более открытым состоянием хроматина. После-

дующий репортерный анализ показал, что rs7903146 (Т) в интроне гена TCF7L2 свя-

зан с повышенной активностью энхансера в сравнении с аллелем C (Gaulton et al., 

2010). В другом исследовании картирование вариантов риска диабета типа 2 с помо-

щью данных ChIP-seq, полученных на островках Лангерганса поджелудочной же-

лезы и клеточной линии HepG2 показало, что rs10830963 располагается в области 

пика ТФ FOXA2 в энхансере MTNR1B (Melatonin Receptor 1B), который играет важ-

ную роль в ингибировании секреции инсулина. В результате анализа мотивов свя-

зывания ТФ было установлено, что аллель риска G создает сайт связывания для ТФ 

NEUROD1 (Gaulton et al., 2015). С помощью дальнейшего EMSA анализа было по-

казано предпочтительное связывание rs10830963(G) с NEUROD1 по сравнению с не-

рисковым аллелем C, а по результатам репортерного анализа, выполненного на β-

клеточной линии (EndoC-βH1), − увеличение экспрессии репортерного гена в при-

сутствии аллеля G. Таким образом, авторы предположили, что rs10830963(G) спо-

собствует увеличению экспрессию MTNR1B и, как следствие, снижению секреции 

инсулина. Еще одним примером является применение интегративного подхода с ис-

пользованием данных eQTL и mQTL (methylation Quantitative Trait Loci) анализа, ко-

торый позволил предположить, что rs11257655(Т), локализованный в энхансерной 

области, увеличивает риск развития сахарного диабета типа 2 за счет повышения 

экспрессии CAMK1D (Calcium/calmodulin-dependent proteinkinase ID), участвующего 

в регуляции глюконеогенеза (Xue et al., 2018). Согласно предложенному авторами 
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механизму, rs11257655(Т) увеличивает эффективность связывания ТФ 

FOXA1/FOXA2, что приводит к снижению уровня метилирования в области промо-

тора CAMK1D и, как следствие, повышению уровня экспрессии CAMK1D. Тем не 

менее, расшифровка функциональности известных вариантов риска диабета второго 

типа в масштабе всего генома по-прежнему остается сложной задачей и к настоя-

щему времени проведена лишь для некоторых из них. Поэтому дальнейшее развитие 

направления по использованию различных омиксных подходов (особенно в их соче-

тании) для изучения функциональной значимости некодирующих вариантов пред-

ставляется крайне перспективным.  

5. Фармакокинетика, фармакодинамика метформина и генетические ва-

рианты, связанные с индивидуальным ответом на данный препарат 

Метформин (1,1-диметилбигуанид) относится к классу бигуанидов - противо-

диабетических препаратов, первоначально полученных из галегина, изопренилового 

производного гуанидина, обнаруженного в многолетней траве Galega officinalis, из-

вестной как козлятник лекарственный. Галегин был испытан в качестве сахаросни-

жающего препарата на людях в 1920-х годах, но был признан высокотоксичным и 

не получил дальнейшего распространения. Однако его синтетическое производное 

– метформин, впервые синтезированное в 1922 году, продемонстрировало высокий 

антигипергликемический эффект с минимальными побочными действиями, что к 

настоящему времени сделало его наиболее часто назначаемым сахароснижающим 

препаратом при лечении пациентов с сахарным диабетом типа 2. Он успешно ис-

пользуется как в качестве монотерапии, так и в сочетании с другими пероральными 

противодиабетическими средствами (Bailey, 2017).  

Метформин не метаболизируется в организме и выводится в неизмененном 

виде с мочой, период полувыведения составляет ~5 часов (Gong et al., 2012). Гидро-

фильная природа метформина затрудняет проникновение данного препарата через 

клеточную мембрану, что требует использования транспортеров для его поглоще-

ния. Первый из выявленных транспортеров метформина OCT1 (Organic Cation 

Transporter 1) высоко экспрессируется в печени, почках и кишечнике (Wang et al., 

2002). Позднее было показано, что транспортеры OCT3 и MATE1 (Multidrug and 

toxin extrusion protein 1) также играют роль в усвоении метформина (Graham et al., 
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2011; Jakobsen et al., 2016). Распределение метформина в тканях согласуется с экс-

прессией этих транспортеров; наибольшие концентрации 11C-меченого метформина 

наблюдаются у людей в печени, почках и тонком кишечнике (Gormsen et al., 2016). 

Антидиабетический эффект метформина в основном опосредован ингибиро-

ванием глюконеогенеза в печени без сопутствующего повышения концентрации ин-

сулина в плазме крови (LaMoia, Shulman, 2021). К другим механизмам действия от-

носятся: ингибирование гликогенолиза в печени, усиление синтеза гликогена путем 

активации гликогенсинтазы, уменьшение инсулинорезистентности периферических 

тканей посредством нормализации активности тирозинкиназы инсулинового рецеп-

тора и стимуляции захвата глюкозы мембранными белками-переносчиками (GLUT-

4, GLUT-1) в клетках инсулинзависимых тканей, снижение уровня общего холесте-

рина, липопротеидов низкой плотности и триглицеридов (Mkrtumyan et al., 2023). 

Помимо сахароснижающего действия метформин обладает антиопухолевыми, про-

тивовирусными и кардиопротективными эффектами (Foretz et al., 2014). Опублико-

ван ряд научных работ об успешном использовании метформина в качестве адъ-

ювантной терапии при метаболическом синдроме, туберкулезе, синдроме полики-

стозных яичников и поликистозной болезни почек (Casarella et al., 2022; Notaro, Neto, 

2022; Sutter et al., 2022). Однако несмотря на многочисленные плейотропные эф-

фекты метформина и длительную историю его исследования, клеточные и молеку-

лярные механизмы его действия до конца не выяснены.  

К настоящему времени было предложено несколько возможных механизмов, 

с помощью которых метформин регулирует печеночный глюконеогенез (Рисунок 7). 

Подавление активности комплекса I электрон-транспортной цепи в митохондриях 

клеток печени является наиболее широко изученным и часто упоминаемым меха-

низмом действия метформина (Foretz et al., 2014; LaMoia, Shulman, 2021). Ингиби-

рование комплекса I приводит к снижению уровня АТФ в клетке и повышению 

АМФ. Повышенное соотношение АМФ к АТФ запускает активацию АМФ-активи-

руемой протеинкиназы (AMPK), которая является основным биоэнергетическим 

сенсором в эукариотических клетках, контролирующем энергетический статус. При 

активации AMPK запускаются катаболические процессы, приводящие к восстанов-

лению исходного уровня АТФ, и подавляются энергозатратные анаболические про-

цессы, в том числе глюконеогенез (LaMoia, Shulman, 2021). AMPK фосфорилирует 
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коактиватор CRTC2, что приводит к разборке транскрипционного комплекса CREB-

CBP-CRTC2, и, как следствие, подавлению транскрипции таких глюконеогенных ге-

нов, как PCK1 и G6Pase, кодирующих фосфоенолпируваткарбоксикиназу и глю-

козо-6-фосфатазу соответственно (Apostolova et al., 2020; LaMoia, Shulman, 2021). 

Кроме того, AMPK фосфорилирует и ингибирует ацетил-КоА-карбоксилазу (ACC1), 

что приводит к снижению печеночного липогенеза, снижению накопления липидов 

в печени и улучшению чувствительности клеток печени к инсулину (LaMoia, 

Shulman, 2021). Согласно другим данным, регуляция образования глюкозы в печени 

может происходить AMPK-независимым способом. Так, в результате снижения 

АТФ под действием метформина уменьшается генерация цАМФ, что приводит к 

нарушению передачи сигнала, поступающего от глюкагона внутрь клеток печени, и, 

как следствие, снижению выработки глюкозы (Hardie, 2013). В свою очередь, АМФ 

способен напрямую подавлять глюконеогенез посредством аллостерического инги-

бирования фруктозо-1,6-бифосфатазы (FBP1). Также, метформин способен ингиби-

ровать глюконеогенез путем подавления активности глицерол-3-фосфатдегидроге-

назы (GPD2), катализирующей превращение глицерол-3-фосфата в дигидрокси-

ацетонфосфат, который является одним из участников глюконеогенного пути 

(LaMoia, Shulman, 2021). Однако неизвестно, ингибирует ли метформин GPD2 опо-

средованно или напрямую.       
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Рисунок 7. Известные механизмы действия метформина в печени. Рисунок адапти-

рован из (LaMoia, Shulman, 2021). Ингибирование комплекса I является центральным меха-

низмом действия метформина. После ингибирования комплекса I происходит повышение 

уровня АМФ и, как следствие, AMPK, что приводит к ингибированию коактиватора CRTC2 

и предотвращению образования транскрипционного комплекса CREB-CBP-CRTC2 (оран-

жевые блоки). AMPK также фосфорилирует и ингибирует ацетил-КоА-карбоксилазу 

(ACC), что способствует окислению жиров и снижает липогенез (фиолетовые блоки). 

Кроме того, предполагается, что повышенный уровень AMФ ингибирует печеночный глю-

конеогенез независимо от AMPK. Высокий уровень AMФ предотвращает стимулируемую 

глюкагоном выработку цАМФ и, следовательно, ингибирует гликогенолиз. (розовые 

блоки). AMФ также аллостерически ингибирует фруктозо-1,6-бифосфатазу (FBP1), что 

напрямую подавляет глюконеогенез (синие блоки). GCGR – рецептор глюкагона.   

Несмотря на использование метформина в качестве основного гипогликеми-

ческого средства при лечении сахарного диабета типа 2, 30% людей с диабетом вто-

рого типа не достигают целевого уровня гликемического контроля (гликированный 

гемоглобин (HbA1c) <6.5-7.5%) после терапии метформином (Cook et al., 2007; 

Rashid et al., 2019). В основе индивидуальных различий ответа на метформин могут 

лежать генетические особенности пациентов, при этом генетический компонент от-

вета на метформин формируется за счет множества вариантов, локализованных по 

всему геному, каждый из которых оказывает небольшой или умеренный эффект 

(Zhou et al., 2014).  

К настоящему времени идентифицировано несколько десятков SNPs, связан-

ных с индивидуальным ответом на метформин. В основном они расположены в 

некодирующих районах генома, более 50% из которых связаны с изменением экс-

прессии генов (eQTL) (Kucher, Babushkina, 2021). Большинство из всех найденных 

SNPs, ассоциированных с ответом на метформин, выявлены с помощью ген-канди-

датного анализа. Поскольку метформин не метаболизируется в организме человека 

(Xiao et al., 2016), эти исследования в основном были сосредоточены на генах, коди-

рующих транспортеры органических катионов (OCTs) и белки, выводящие лекар-

ства и токсины (MATE). В результате был выявлен ряд связанных с фармакокинен-

тикой и фармакодинамикой метформина SNPs в белок-кодирующих и некодирую-

щих районах ряда генов из этих групп. К числу таких генов относятся: SLC22A1 
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(rs12208357, rs62803, rs594709) и SLC22A2 (rs316019, rs3119309, rs7757336), продук-

тами которых являются OKT1 и OKT2; SLC47A1 (rs2289669, rs8065082, rs2252281) и 

SLC47A2 (rs12943590, rs34834489), кодирующие MATE 1 и MATE2-K; SLC2A 

(rs8192675), кодирующий один из основных транспортеров глюкозы; а также ген 

транскрипционного фактора SP1 (rs2683511, rs784888), который модулирует экс-

прессию транспортеров метформина (Goswami et al., 2014; Nasykhova et al., 2022; 

Nasykhova et al., 2020; Xiao et al., 2016; Zhou et al., 2015). GWAS исследований про-

ведено гораздо меньше, но они расширили список генов, потенциально значимых 

для формирования индивидуального ответа на прием метформина. Были найдены 

ассоциации с SNPs в генах, продукты которых выполняют иные, в первую очередь, 

регуляторные функции. Например, SNPs связанные с ответом на метформин были 

обнаружены: рядом с геном ATM (rs11212617), продукт которого участвует в уста-

новлении окислительно-восстановительного гомеостаза в клетке; в гене PRPF31 

(rs254271); в гене CPA6 (rs2162145), вовлеченном в регуляцию Akt/mTOR сигналь-

ного пути; а также в гене STAT3 (rs146620441, rs140604473, rs149214040, rs17882069, 

rs114401618), кодирующего транскрипционный фактор, который широко задейство-

ван в регуляции метаболических и иммунных процессов (Rotroff et al., 2018). Однако 

использование GWAS в фармакогеномных исследованиях связано с необходимо-

стью формирования довольно больших когорт пациентов с различной реакцией на 

конкретный препарат, что, учитывая огромное количество современных лекарств и 

частое применение комплексной лекарственной терапии, создает существенные 

трудности для массового получения данных с помощью такого подхода (Agúndez et 

al., 2023; Florez, 2017; Oni-Orisan et al., 2020). Комплексный анализ современных 

омиксных функциональных данных может хотя бы частично помочь в решении дан-

ной проблемы (Fairfax et al., 2014; Gutierrez-Arcelus et al., 2020; Moyerbrailean et al., 

2016). 

Заключение 

SNPs являются наиболее распространенным типом вариаций генома человека. 

Считается, что большинство SNPs не оказывает никакого влияния на фенотип, од-

нако многие SNPs являются функциональными, то есть способными приводить к из-
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менениям функции белковых продуктов генов или уровня их экспрессии. Значитель-

ная часть из функциональных SNPs может быть связана с развитием различных за-

болеваний.  

В настоящее время самым широко используемым методом, направленным на 

установление связи между SNPs и фенотипическими признаками, в том числе забо-

леваниями, является GWAS. С помощью данного метода установлено более 622 тыс. 

ассоциаций между SNPs и различными признаками. По результатам GWAS иссле-

дований стало известно, что более 90% SNPs, связанных с различными признаками, 

локализуются в некодирующих участках генома. Большая их часть является регуля-

торными (rSNPs), т.е. способными влиять на уровень экспрессии генов. Однако 

GWAS не выявляет молекулярные механизмы, за счет которых SNPs приводят к из-

менениям в фенотипе. Кроме того, по данным GWAS невозможно определить при-

чинный вариант среди множества маркерных, выявляемых за счет неравновесия по 

сцеплению.  

В связи с этим стали развиваться подходы по функциональной интерпретации 

данных GWAS – как на уровне отдельных потенциальных rSNPs, так и на полноге-

номном уровне. Параллельно развивались альтернативные полногеномные подходы, 

ориентированные на целенаправленный поиск регуляторных вариантов без каких-

либо предварительных знаний об их ассоциации с признаком. Одним из таких под-

ходов является комплексный анализ аллель-специфических событий связывания 

(ASB) и экспрессии (ASE) среди всех гетерозиготных SNPs в каждом диплоидном 

организме с помощью данных ChIP-seq и RNA-seq соответственно. Сочетание этих 

подходов позволяет не только определить гетерозиготные SNPs, проявляющие ал-

лель-специфическое связывание ТФ, но и оценить их влияние на экспрессию генов. 

Для анализа могут использоваться не только данные ChIP-seq по ТФ, но и данные 

профилей ChIP-seq по распределению гистоновых модификаций, которые отражают 

вызванные реуляторным полиморфизмом изменения в аллель-специфическом свя-

зывании ТФ. Ранее нами было показано, что такой подход является эффективным в 

определении rSNPs и раскрывает молекулярный смысл большой группы SNPs, вы-

явленных в GWAS [Antontseva и др., 2023; Korbolina и др., 2021]. Кроме того, данный 

подход может быть успешно использован для интерпретации различных омиксных 

данных. Однако в большинстве наших работ и работах других авторов по данной 
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тематике использовались культивируемые клеточные линии с высоким уровнем ге-

номной нестабильности, что значительно усложняет поиск аллель-специфичных со-

бытий в таких наборах данных. Работ же по выявлению rSNPs с помощью этого под-

хода на клиническом материале пока еще очень мало.  

В связи с этим, в настоящей работе был проведен поиск rSNPs на основе ши-

рокогеномного анализа аллель-специфических событий в комплексе данных ChIP-

seq и RNA-seq, полученных на мононуклеарных клетках периферической крови здо-

ровых индивидуумов, с последующим применением сформированной панели rSNPs 

к транскриптомным данным из открытого доступа для выявления вариаций, вовле-

ченных в механизмы развития сахарного диабета второго типа и ответа на противо-

диабетический препарат метформин. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Материалы 

Реактивы 

Коммерческие наборы для приготовления ДНК и кДНК библиотек: NEBNext 

Poly (A) mRNA Magnetic Isolation Module (E7490, «New England Biolaps», США), 

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina (E7760, «New England 

Biolaps», США), NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Dual Index Primers Set 1) 

(E7600S, «New England Biolaps», США) и NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 

(Dual Index Primers Set 2) (E7500L, «New England Biolaps», США); парамагнитные 

частицы AMPure XP Beads (А63881,«Beckman Coulter», США); Syn Taq ДНК-поли-

мераза с ингибирующими активность фермента антителами (E-039-1000, 1000 U/мл, 

«Синтол», Россия); ПЦР буфер-Б EVAGreen (R-441, «Синтол», Россия); MgCl2 (B-

005, «Синтол», Россия); дезоксинуклеозидтрифосфаты (dNTP-100-010, «Синтол», 

Россия); Random hexamer primers (402001, «Медиген», Россия); TRIzol® Reagent, 

(15596018,«Ambion», США); линейный полиакриламид (130101, «BIORON», Герма-

ния); 37% формальдегид (F8775, «SIGMA», США); фиколл (1.2.8.1, «Биолот», Рос-

сия); ингибиторы протеаз (78440, «Thermo Fisher Scientific», США); Anti-Histone H3 

(trimethyl K4) antibody – ChIPGrade (1,63 мг/мл, ab8580, «Abcam», Великобритания) 

и Anti-Histone H3 (acetyl K27) antibody – ChIPGrade (1 мг/мл, ab4729, «Abcam», Ве-

ликобритания); Protein A Magnetic Beads (#S1425S, «New England Biolaps», США); 

Protein G Magnetic Beads (#S1430S, «New England Biolaps», США); Proteinase K 

Biology Grade (#P8107S, 800 U/мл, «New England Biolaps», США); IGEPAL® CA-630 

(#MKBP3892V, «SIGMA», США); TritonX-100 (#1610407, «BIO-RAD», США), 

остальные реактивы отечественного производства квалификации «о.с.ч.» и «х.ч.». 

Участники исследования 

Исследование проведено на группе 9 условно здоровых индивидуумов, про-

живающих на территории Российской Федерации г. Новосибирск, у которых на мо-

мент взятия биологического материала не отмечалось хронических заболеваний в 

анамнезе. Выборка включала мужчин (N=3) и женщин (N=6) в возрасте 22-47 лет 

(средний возраст – 32 года). Исследование одобрено этическим комитетом Феде-

рального государственного бюджетного научного учреждения «Научно-исследова-
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тельский институт терапии и профилактической медицины (НИИТПМ), г. Новоси-

бирск, Россия. От каждого участника получено письменное информированное со-

гласие на участие в исследовании. 

Олигонуклеотиды 

Для проверки количества полученных кДНК и ДНК библиотек с помощью 

Real-Time PCR, использовали праймеры к коммерческим адаптерным последова-

тельностям (E7760, «New England Biolaps», США): 

Adapter (forward) – 5’-ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTT-3’ 

Adapter (reverse) – 5’-GACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT-3’ 

Для проверки обогащения иммунопреципитата целевыми фрагментами ДНК, 

выделенными с помощью антител к гистоновой модификации H3K4me3, использо-

вали следующие праймеры и зонды в реакции TaqMan PCR: 

Таблица 1. Последовательности праймеров/зондов на полиморфные районы 

ДНК 

Область (SNP) Праймер/ 

зонд 

Последовательность праймера/зонда 

rs3829202, 

(KLF6, 

«позитивный») 

FO CCCAACTGTCCTCTTCTGCG 

RO GGGTACCCCAAGGTTAGAGAA 

FI FAM-AG+T+C+AT+C+C+T+CT-BHQ 

RI ROX-AG+T+C+AС+C+C+T+CT-BHQ 

rs590352, 

(ATXN7L3B, 

«позитивный») 

FO AACCTGGGAATGGGCCTGAT 

RO GACTCTCATTTTGCAGCTACTGG 

FI FAM-G+CAG+CTCCAG+CG+CT-BHQ1 

RI ROX-G+CAG+CTGCAG+CG+CT-BHQ2 

rs4796672 

(KRT15, 

(«негативный») 

FO GCTGGACTGGGGACACTTTT 

RO AAGGCACTCCCCTCAACTTC 

FI FAM-T+C+T+CT+C+T+C+C+TA-BHQ1 

RI ROX-T+C+T+CC+C+T+C+C+TA-BHQ2 

 

где: FO – прямой праймер, RO – обратный праймер, FI – прямой зонд, RI–обратный 

зонд, FAM – карбоксифлюоресцентный краситель, ROX – карбокси-Х-родаминовый краси-

тель, BHQ (1,2) –гаситель флюоресценции, + - LNA модифицированные нуклеотиды (locked 
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nucleic acid). Аллельные варианты соответствующей полиморфной позиции (SNP) в после-

довательности зонда выделены жирным шрифтом. 

2.2. Методы 

2.2.1. Выделение мононуклеарных клеток из периферической крови 

Забор крови проводился в одной из медицинских клиник г. Новосибирска из 

локтевой вены натощак. Для взятия крови использовались вакутейнеры объемом 4 

мл. От каждого донора брали 20 мл крови; выделенную кровь из вакутейнера пере-

носили в фалькон объемом 50 мл с предварительным добавлением 30 мг ЭДТА-Na2 

для предотвращения её свертываемости; содержимое фалькона перемешивали и ста-

вили в лед; выделение клеток проводилось не позднее, чем через 1 час после взятия 

пробы; выделение мононуклеарных клеток периферической крови осуществлялось 

на градиенте плотности фиколл-урографин (ρ=1.077; «Биолот», Россия); 20 мл крови 

разбавляли равным объемом фосфатно-солевого буфера (Phosphate Buffered Saline, 

PBS), перемешивали; в два чистых фалькона объемом 50 мл добавляли 12 мл рас-

твора фиколл-урографин; разбавленную кровь аккуратно наслаивали пипеткой на 

раствор фиколла (в каждый фалькон добавляли по 20 мл разбавленной крови); об-

разцы центрифугировали на 400g в течение 15мин при +4°C (так как плавучая плот-

ность мононуклеарных клеток меньше, чем величина градиента, то после центрифу-

гирования данные клетки располагаются над градиентом; гранулоциты и эритро-

циты имеют большую плавучую плотность, поэтому в процессе осаждения проходят 

через градиент и оседают на дне фалькона); из каждого фалькона отбирали слой мо-

нонуклеарных клеток в новый фалькон и добавляли 4 мл PBS, перемешивали и цен-

трифугировали на 200g в течение 7 мин при +4°C; супернатант отбирали и к осадку 

добавляли 20 мл буфера для лизиса эритроцитов (150 мМ NH4Cl, 0.01 мМ ЭДТА), 

перемешивали, инкубировали 10 мин при комнатной температуре, центрифугиро-

вали на 200g в течение 7 мин при +4°C; супернатант отбирали, осадок растворяли в 

3 мл PBS, центрифугировали на 200g в течение 7 мин при +4°C; повторяли стадию 

промывки с PBS; очищенные клетки из одного фалькона использовались для выде-

ления РНК, а из другого фалькона - в экспериментах по иммунопреципитации хро-

матина.    

2.2.2. RNA-seq 
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Выделение тотальной РНК 

Очищенные клетки, полученные от каждого донора, суспензировали в 250 мкл 

PBS; тотальную РНК выделяли из клеточной суспензии, растворяя в 1 мл тризоль-

ного буфера («Ambion», США) + 200 мкл хлороформа; центрифугировали на 12000g 

в течение 15 мин при +4°С; отбирали водную вазу в чистую пробирку и добавляли 

1/5 V хлороформа; центрифугировали на 12000g в течение 15 мин при +4°С; супер-

натант отбирали в чистую пробирку и осаждали добавлением 1V изопропанола + 1 

мкл линейного полиакриламида («BIORON», Германия); центрифугировали 14000 g 

в течение 15 мин при +4°С; супернатант отбирали, осадок промывали 1 мл 75% эта-

нолом, чтобы убрать остатки изопропанола; центрифугировали на 14000g в течение 

5 мин при +4°С; спирт отбирали и высушивали осадок при комнатной температуре 

в течение 5-10 мин; растворяли осадок в 25 мкл ddН2О; концентрацию полученной 

РНК измеряли на спектрофотометре NanoDrop («Thermo Fisher Scientific», США). 

Выделение мРНК 

Для выделения мРНК использовали методику полиА-селекции с использова-

нием набора NEBNext Oligo d(T)25 из набора NEBNext Poly (A) mRNA Magnetic 

Isolation Module («New England Biolaps», США).  

В чистую пробирку объемом 0.2 мл добавляли 20 мкл магнитных частиц NEB-

Next Oligo d(T)25; промывали магнитные частицы добавлением 100 мкл RNA Binding 

Buffer (2X), пипетировали и инкубировали в течение 2-х мин при комнатной темпе-

ратуре на магнитном штативе; удаляли супернатант и повторяли этап промывки еще 

раз; к магнитным частицам добавляли 50 мкл RNA Binding Buffer (2X) + 1000-1500 

нг выделенной тотальной РНК и доводили бидистиллированной водой до общего 

объема 100 мкл; проводили поли-А обогащение в амплификаторе (T100 thermal 

cycler, «Bio-Rad», США) при 65°С (крышка амплификатора нагрета до 75°С) в тече-

нии 5 мин с последующим охлаждением до +4°С (молекулы мРНК за счет поли-А 

хвостов комплементарно связываются с поли-Т последовательностями, прикреплен-

ными к поверхности магнитных частиц); пробирку перемещали на магнитный шта-

тив и инкубировали 1-2 мин; супернатант удаляли и проводили 2 цикла промывки 

осадка добавлением 200 мкл Wash Buffer; после 2-ой промывки к осадку добавляли 

50 мкл Tris Buffer и инкубировали в амплификаторе при температуре 80°С (крышка 

амплификатора нагрета до 90°С) в течение 2 мин с последующим охлаждением до 
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25°С; добавляли 50 мкл RNA Binding Buffer (2Х) и инкубировали 5 мин при комнат-

ной температуре; ставили пробирку на магнитный штатив и инкубировали 5 мин при 

комнатной температуре; удаляли супернатант и дважды промывали осадок добавле-

нием 200 мкл Wash Buffer. 

Фрагментация мРНК 

Фрагментацию мРНК осуществляли согласно протоколу производителя 

набора NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina («New England 

Biolaps», США), а именно: к осадку после промывки добавляли 4.8 мкл First Strand 

Reaction Buffer + 1.2 мкл 2Х Random Praimer Mix + 6 мкл ddH2O и инкубировали в 

амплификаторе при 94°С в течение 15 мин (крышка амплификатора нагрета до 

105°С) с получением фрагментов РНК длиной около 200 п.о.; смесь переносили на 

магнитный штатив и отбирали 10 мкл супернатанта в чистую пробирку.  

Синтез первой цепи кДНК 

К 10 мкл смеси добавляли 8 мкл NEBNext Strand Specificity Reagent + 2 мкл 

NEBNext First Strand Enzyme Mix из набора NEBNext Ultra II Directional RNA Library 

Prep Kit for Illumina («New England Biolaps», США); далее, амплифицировали при 

следующих условиях: 

- 10 минут, при 25°С; 

- 15 минут, при 42 °С; 

- 15 минут, при 70°С; 

-охлаждение до 4°С. 

Синтез второй цепи 

К 20 мкл реакционной смеси добавляли 8 мкл NEBNext Second Strand Synthe-

sis Reaction Buffer + 4 мкл NEBNext Second Strand Synthesis Enzyme Mix + 48 мкл 

ddH2O из набора NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina («New 

England Biolaps», США), перемешивали и амплифицировали 60 мин при +16°С 

(крышка амплификатора нагрета до 40°С). 

Очищение от неспецифических продуктов 

Добавляли к 80 мкл реакционной смеси 1.8Х (144 мкл) Agencourt AMPure XP 

Beads (А63881,«Beckman Coulter», США); инкубировали 5 мин при комнатной тем-

пературе и, далее, 5 мин на магнитном штативе; отбирали супернатант и добавляли 

к осадку 200 мкл 80% спирта; инкубировали 30 сек, отбирали спирт и повторяли 
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процедуру с добавлением 80% спирта; высушивали осадок на протяжении 5 мин; 

снимали пробирки с магнитного штатива и добавляли 53 мкл ddH2O; инкубировали 

2 мин при комнатной температуре, затем, 5 мин на магнитном штативе; отбирали 50 

мкл в чистую пробирку. 

Тримминг концов молекул кДНК 

К 50 мкл очищенной ДНК добавляли 7 мкл NEBNext Ultra II End Prep Reaction 

Buffer + 3 мкл NEBNext Ultra II End Prep Enzyme Mix из набора NEBNext Ultra II 

Directional RNA Library Prep Kit for Illumina («New England Biolaps», США); тща-

тельно перемешивали и амплифицировали (крышка амплификатора нагрета до 

75°С): 

- 30 минут, при 20°С; 

- 30 минут при 65°С; 

- охлаждение до 4°С. 

На данном этапе происходило фосфорилирование 5’-концов ДНК и присоеди-

нение А последовательностей к 3’-концам. 

Лигирование адаптеров 

к 60 мкл реакционной смеси добавляли 2,5 мкл Diluted Adaptor + 1 мкл NEB-

Next Ligation Enhancer + 30 мкл NEBNext Ultra II Ligation Master Mix из набора 

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina («New England 

Biolaps», США); перемешивали и инкубировали 15 мин при 20°С; добавляли 3 мкл 

USER Enzyme; инкубировали реакционную смесь при 37°С в течение 15 мин 

(крышка амплификатора нагрета до 45°С); проводили очистку ДНК согласно пункту 

«Очистка ДНК от неспецифических продуктов» с тем лишь исключением, что брали 

в реакцию 0.9Х Agencourt AMPure XP Beads (87 мкл) от исходного объема реакци-

онной смеси; полученный осадок растворяли в 10 мкл ddH2O. 

Проверка количества полученных кДНК библиотек с помощью Real-time 

PCR 

Общий объем реакционной смеси составлял 20 мкл. Добавляли: 1) исследуе-

мая ДНК – 1 мкл; 2) прямой праймер, комплементарный последовательности обрат-

ного адаптера (5 мкМ) - 2 мкл; 3) обратный праймер, комплементарный последова-

тельности прямого адаптера (5 мкМ) - 2 мкл; 4) dNTP (2.5 мM, «Синтол», Россия) – 

2 мкл; 5) буфер-Б EVA Green (10X, «Синтол», Россия) - 2 мкл; 6) MgCl2 (25мM, 
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«Синтол», Россия) - 2 мкл; 7) Taq-полимераза (1000 U/мл, «Синтол», Россия) – 0.4 

мкл; 8) ddH2O – 8 мкл.  

Температурные условия при проведении Real-time PCR на амплификаторе 

(CFX96, «Bio-Rad», США): 1) инициация денатурации (30 сек, при 98°С) – 1 цикл; 

2) денатурация (10 сек, при 98°С) и отжиг/элонгация (75 сек, при 65°С) – 25 циклов; 

3) заключительная элонгация (5 мин, при 65°С) – 1 цикл; 4) охлаждение (до 4°С). 

ПЦР-обогащение библиотек 

К 10 мкл полученной библиотеки добавляли: 15 мкл NEBNext Q5 Hot Start 

HiFi PCR Master Mix 2X + 2.5 мкл i5 Index Primer + 2.5. мкл i7 Index Primer из набора 

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Dual Index Primers Set 1/2) («New England Bi-

olaps», США). 

Температурные условия при проведении Real-time PCR: 1) инициация денату-

рации (30 сек, при 98°С) – 1 цикл; 2) денатурация (10 сек, при 98°С) и отжиг/элонга-

ция (75 сек, при 65°С) – 6-8 циклов; 3) заключительная элонгация (5 мин, при 65°С) 

– 1 цикл; 4) охлаждение (до 4°С).  

На данном этапе происходило присоединение уникальных последовательно-

стей – «индексов» к концам молекул кДНК библиотек. Эти индексы позволяют иден-

тифицировать принадлежность прочтений к конкретному образцу в ходе биоинфор-

матического анализа.  

После проведения обогащения, выполняли 2-х кратную очистку библиотек от 

продуктов реакции ПЦР с помощью Agencourt AMPure XP Beads (согласно пункту 

«Очищение от неспецифических продуктов»), сначала добавлением 0.9Х beads (ко-

нечный осадок растворяли в 20 мкл ddH2O), затем, 1Х beads к 20 мкл смеси; конеч-

ный осадок растворяли в 20 мкл ddH2O и замораживали на -20°С. 

2.2.3. ChIP-seq 

День 1. 

Сшивание хроматина 1%-м формальдегидом с последующей фрагмента-

цией ультразвуком 

Очищенный клеточный осадок растворяли в 350 мкл PBS + 9.7 мкл 37% фор-

мальдегида («SIGMA», США); гомогенизировали инсулиновым шприцом в про-

бирке объемом 2 мл и переносили в 5 мл пробирку к 4640.3 мкл PBS + 138.8 мкл 37% 
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формальдегида (конечная концентрация формальдегида равнялась 1%); перемеши-

вали на ротаторе 10 мин при комнатной температуре и останавливали реакцию сши-

вания хроматина добавлением 342 мкл 2М глицина (конечная концентрация глицина 

равнялась 0.125М); перемешивали на ротаторе 5 мин при комнатной температуре; 

центрифугировали 5 мин на 200 g при 4°C и удаляли супернатант; дважды промы-

вали осадок 3 мл PBS; к осадку добавляли 800 мкл лизис буфера (10 мM Tris 

(pH=7.5), 1 мM ЭДТА, 0.5% SDS, 0.1% дезоксихолат натрия, 1% Triton Х-100) + 8 

мкл ингибиторов протеаз («Thermo Fisher Scientific», США); пипетировали и фраг-

ментировали хроматин на погружном гомогенизаторе («Bandelin electronic GMBH & 

CO. KG», Германия) при условиях: мощность – 75 Вт, кол-во циклов – 10, время 

фрагментации – 30 сек на цикл с интервалом в 1 мин; смесь центрифугировали 10 

мин на 3000g при +4°C и переносили супернатант в чистую 1.5 мл пробирку. 

Промывание G-protein и А-protein beads 

Магнитные частицы, с которыми ковалентно связаны Protein G или Protein A 

(«New England Biolaps», США), тщательно перемешивали и переносили в две чистые 

пробирки объемом 2 мл (в одну пробирку добавляли 20 мкл А-beads и 20 мкл G-

beads, в другую пробирку добавляли 40 мкл G-beads); в эти пробирки добавляли 400 

мкл лизис буфера (10 мM Tris (pH=7.5), 1 мM ЭДТА, 0.1% SDS, 0.1% дезоксихолат 

натрия, 1% Triton Х-100) + 600 мкл буфера для разбавления (10 мM Tris (pH=7.5), 1 

мM ЭДТА, 0.1% дезоксихолат натрия, 1% Tritonx-100); ставили пробирки на магнит-

ный штатив, супернатант удаляли и повторяли процедуру отмывки буферами 2 раза; 

после последней отмывки отбирали всю жидкость. 

Формирование комплекса антитело-магнитные частицы 

К 40 мкл G-protein beads после отмывки добавляли 160 мкл лизис буфера + 

240 мкл буфера для разбавления + 8 мкл поликлональных кроличьих антител (ChIP 

Grade, ab8580 или ab4729, «Abcam», Великобритания) к гистоновым модификациям 

H3K4me3 или H3K27ac, образцы выдерживали на ротаторе 2 ч +4°С; выдерживали 

2 мин на магнитном штативе, супернатант удаляли. На данном этапе G-protein, имея 

высокое сродство к Fc домену IgG и IgM, избирательно связывались с антителами. 

Предварительная очистка 

К 40 мкл A- и G-protein beads добавляли пробу после фрагментации хроматина 

+ 1.5 V буфера для разбавления + 100Х коктейль ингибиторов протеаз («Thermo 
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Fisher Scientific», США); выдерживали на ротаторе 2 ч при +4°С; ставили пробирку 

на магнитный штатив для отделения магнитных частиц от супернатанта, 10% от объ-

ема пробы сохраняли для входного контроля (input); остальной супернатант перено-

сили в пробирку к осадку, полученному в пункте «Формирование комплекса анти-

тело-магнитные частицы»; реакцию иммунопреципитации проводили при +4°С на 

ротаторе на протяжении всей ночи. Таким образом, отбирались фрагменты ДНК, 

связанные с гистоновыми модификациями H3K4me3 или H3K27ac. 

День 2. 

Промывание магнитных частиц от неспецифических белков 

Все отмывки проводили в холодной комнате. Ставили пробирку на магнитный 

штатив, удаляли супернатант; добавляли 1 мл лизис буфера (10 мM Tris (pH=7.5), 1 

мM ЭДТА, 0.1% SDS, 0.1% дезоксихолат натрия, 1% Triton Х-100), отмывали на ро-

таторе 3 минуты; ставили пробирку на магнитный штатив, супернатант удаляли; по-

вторяли шаги с промывкой: 

а. еще раз лизис буфером; 

б. 2 раза высокосолевым буфером (10мM Tris (pH=7.5), 1мM EDTA, 0.1% SDS, 

0.1% дезоксихолат натрия, 1% Triton X-100, 0.5M NaCl); 

в. 2 раза раствором хлорида лития (0.25M LiCl, 0.5% Triton X-100, 0.5% дез-

оксихолат натрия, 1мM EDTA, 10мM Tris (pH=7.5)); 

г. 2 раза TE буфером с добавлением 1% TritonX-100 (10мM Tris (pH=7.5), 1мM 

EDTA, 1% TritonX-100); 

д. 2 раза TE буфером (10мM Tris (pH=7.5), 1мM EDTA). 

Элюирование хроматина с магнитных частиц 

После удаления супернатанта в пробирку добавляли 100 мкл элюирующего 

буфера (1% SDS, 10 мM Tris (pH=7.5), 1мM EDTA), выдерживали 1 ч при темпера-

туре +65°С на термошейкере (800 rpm); пробирку переносили на магнитный штатив, 

отбирали супернатант в новую пробирку; промывку с элюирующим буфером повто-

ряли 2 раза. Добавление элюирующего буфера способствует ослаблению связей 

между антителом и хроматином, тем самым, обеспечивая окончательное выделение 

«чистого» хроматина с магнитных частиц. 

Фенол-хлороформная экстракция ДНК 
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Выполняли одновременно для образца после иммунопреципитации и соответ-

ствующего входного контроля (input). 

К образцу добавляли 0.5 М ЭДТА (1/50 от объема образца) + 1 М Tris-HCl, 

pH=6.5 (1/16 от объема образца) + 1 мкл протеиназы K (800 U/мл, «New England Bi-

olaps», США), инкубировали в термостате при +52°С в течение 3 часов; на послед-

них 20 минутах добавляли 1 мкл РНК-азы (20 мг/мл). 

Во входной контроль добавляли 5Х лизис буфер для протеиназы К (500 мM 

Tris-HCl; 1 M NaCl; 25 мM EDTA; 1% SDS) + 1 мкл протеиназы К, инкубировали 

вместе с целевым образцом. 

К образцам после обработки протеиназой К добавляли 1V фенол-хлороформа 

(рН 8.0) в соотношении 1:1 и центрифугировали (5 мин на 1000 g); отбирали водную 

фазу в чистую пробирку и добавляли 1V хлороформа, центрифугировали (5 мин на 

1000 g); отбирали водную фазу и добавляли к ней 1/10 V 3М NaAc + 1V изопропа-

нола; инкубировали 5-8 ч при -70 °С; центрифугировали – 20 мин на 10000 g при 

+4°С и удаляли супернатант; проводили осаждение 75% этанолом и центрифугиро-

вали - 5 мин на 10000 g при +4°С; супернатант удаляли, а осадок растворяли в 20 мкл 

ddH2O. 

Проверка обогащения выделенной ДНК с помощью Real-time PCR с LNA-

модифицированными зондами 

Использовали две («позитивный контроль») пары праймеров на районы, со-

держащие rs3829202 (регуляторный участок гена KLF6 (Kruppel like factor 6)) и 

rs590352 (регуляторный участок гена ATXN7L3B (Ataxin 7 Like 3B)) и одну пару 

(«негативный» контроль) праймеров на регуляторный район, содержащий rs4796672 

в гене KRT15 (Keratin 15). Выбор KLF6 и ATXN7L3B в качестве позитивного кон-

троля обусловлен их активной экспрессией в лейкоцитах (по данным The Human 

Protein Atlas (URL: https://www.proteinatlas.org)) и высоким уровнем триметилирова-

ния гистона Н3 по лизину К4 в области регуляторных районов (по данным ENCODE 

(URL: https://www.encodeproject.org)). KRT15 не экспрессируется в лейкоцитах 

(URL: https://www.proteinatlas.org), поэтому согласно опубликованным эксперимен-

тальным данным (URL: https://www.encodeproject.org) в пределах его промотора не 

наблюдается большого количества гистоновой модификации H3K4me3. 
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Проверка обогащения иммунопреципитата фрагментами ДНК, связанными с 

гистоновой модификацией H3K27ac, с помощью Real-time PCR не проводилась. 

Общий объем реакционной смеси составлял 20 мкл. Добавляли: 1) 1 мкл ДНК-

матрицы (предварительно разведенной в 2 раза); 2) прямой праймер (5 мкМ) - 2 мкл; 

3) обратный праймер (5 мкМ) - 2 мкл; 4) dNTP (2.5 мM) – 2 мкл; 5) буфер-Б EVA 

Green 10X - 2 мкл; 6) MgCl2 (25мM) - 2 мкл; 7) Taq-полимераза (5 ед.а./мкл) – 1 мкл; 

8) ddH2O – 4 мкл; 9) прямой зонд (5 пМ) – 2 мкл; 10) обратный зонд (5 пМ) – 2 мкл. 

Температурные условия при проведении Real-time PCR: 1) денатурация (5 

мин, при 95°С) – 1 цикл; 2) отжиг (30 сек, при 60°С) и элонгация (15 сек, при 90°С) 

– 45 циклов. 

Обогащение рассчитывали по формуле: 

E= 2∆Cq, где ∆∆Cq = (CqInp- CqIP)pos- (CqInp– CqIP)neg,где: 

Cq – пороговый цикл выхода пробы в ПЦР реакции 

Inp – аликвота хроматина, взятая перед иммунопреципитацией 

IP – иммунопреципитат. 

Подготовка ДНК библиотек 

Подготовку ДНК библиотек выполняли, согласно протоколу приготовления 

кДНК библиотек, начиная со стадии «Тримминг концов молекул кДНК». 

2.2.4. Биоинформатический анализ полногеномных данных 

Секвенирование и первичная фильтрация 

Парноконцевое секвенирование кДНК и ДНК библиотек проводили на плат-

форме NovaSeq 6000; из данных ChIP-seq и RNA-seq адаптеры Illumina и прочтения 

длиной менее 36 п.о. удаляли с использованием инструмента командной строки опе-

рационной системы Linux  − Trimmomatic (v. 3.2.2) (Bolger et al., 2014). 

Выравнивание на референсный геном 

Полученные данные выравнивали на референсный геном сборки 

GRCh38/hg38 (Genome Reference Consortium Human Build 38), доступный на FTP-

сайте NCBI (URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000001405.26); 

выравнивание прямых и обратных прочтений (145-150 п.о.) осуществляли с помо-

щью программы Bowtie 2 (v. 2.5.4) (Langmead, Salzberg, 2012) (пороговое значения 

качества картирования MAPQ>20); выровненные прочтения переводили в bam фор-

мат. 
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Поиск и аннотация пиков в данных ChIP-seq  

Поиск пиков H3K4me3 и H3K27ac проводился с помощью инструмента 

callpeak (программа MACS3 v 3.0.2) (URL: https://macs3-

project.github.io/MACS/index.html) при пороговом значении q (FDR)<0.001; в каче-

стве фоновых значений принимали общедоступные данные секвенирования образца 

«инпут», полученные на PBMCs здорового человека (идентификационный номер в 

Sequence Read Archive: SRR23249032); для поиска пиков в регионах черного списка 

ENCODE использовали присоединение ENCFF356LFX (Amemiya et al., 2019; URL: 

https://www.encodeproject.org/annotations/ENCSR636HFF); аннотация найденных пи-

ков к их местоположению в геноме выполнялась с использованием программного 

пакета ChIPseeker (v. 1.42) в R (Wang et al., 2022); для построения усредненного про-

филя распределения пиков H3K4me3 и H3K27ac вокруг старта транскрипции по всей 

выборке применялось последовательное использование инструментов  

bigwigAverage, computeMatrix и plotProfile из набора deepTools (Ramírez et al., 2016).  

Оценка качества данных ChIP-seq 

Оценка качества данных ChIP-seq выполнялась с использованием пакета 

ChIPQC (v. 1.42) в R (Carroll et al., 2014; URL: 

https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/ChIPQC.html); рассчитыва-

лись стандартные метрики качества: процент картированных прочтений в регионах 

из черного списка ENCODE (Reads overlapping in Blacklisted Regions, RiBL); процент 

картированных прочтений, попадающих в области пиков (Fraction of Reads in Peaks, 

FRiP); относительный коэффициент кросс-корреляции цепей (Relative Strand cross-

correlation Coefficient, RSC) и стандартизированное стандартное отклонение 

(Standardized Standard Deviation, SSD). RSC позволяет оценить корреляцию между 

покрытием пиков, формирующихся вокруг участка взаимодействия ДНК-белок на 

«плюс» и «минус» цепях ДНК. RSC рассчитывается как линейная корреляция Пир-

сона между количеством прочтений, выровненных на «плюс» и «минус» цепь ДНК, 

в каждой позиции после сдвига «минус» цепи на k пар оснований за раз. SSD отра-

жает равномерность покрытия прочтений по всему геному и определяется как стан-

дартное отклонение покрытия пиков ChIP-seq вдоль генома, нормированное на об-

щее количество прочтений.      

Оценка качества данных RNA-seq 
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Оценку качества данных RNA-seq проводили с помощью инструмента 

CollectRnaSeqMetrics из пакета программ PicardTools (v. 3.3.0) (URL: 

https://broadinstitute.github.io/picard); координаты генов рибосомной РНК были за-

гружены с https://sourceforge.net/projects/rseqc/files/BED/Human_Homo_sapiens/; для 

аннотации картированных прочтений к их геномному местоположению использо-

вали приложение Qualimap 2 (v. 2.3) (URL: http://qualimap.conesalab.org; 

Okonechnikov et al., 2016).  

Поиск гетерозиготных позиций 

Для поиска гетерозиготных позиций все файлы ChIP-seq и RNA-seq для каж-

дого человека объединяли с помощью команды bcftools merge в Linux; позиция счи-

талась гетерозиготной при условиях: глубина покрытия позиции>20, частота минор-

ного аллеля≥0.2 от суммарного покрытия данной позиции; отбор гетерозиготных по-

зиций проводили с помощью bcftools mpileup (Danecek et al., 2021). 

Создание альтернативного генома  

Для того, чтобы избежать смещение при выравнивании в сторону прочтений, 

содержащих референсные аллели (в результате применения алгоритмов картирова-

ния, которые дискриминируют альтернативный аллель), для каждого человека до-

полнительно создавали индивидуальный альтернативный геном, в котором для всех 

гетерозиготных позиций референсный аллель заменяли на альтернативный; далее, 

каждый файл ChIP-seq и RNA-seq, содержащий прочтения для конкретного индиви-

дуума, выравнивали на индивидуальный альтернативный геном; отбирали прочте-

ния с MAPQ>20.   

Идентификация и фильтрация SNPs 

Для найденых гетерозиготных позиций присваивали rs id на основе данных 

dbSNP 155 сборки (URL: 

https://www.bioconductor.org/packages/release/data/annotation/html/SNPlocs.Hsapiens.

dbSNP155.GRCh38.html; Sherry и др., 2001); SNPs, расположенные в половых хро-

мосомах, митохондриальной ДНК, а также в пределах структурных вариаций (Copy 

Number Variation, инверсий, транслокаций, инсерций) из dbVar (набор данных 

nstd186 - NCBI Curated Common Structural Variants) (URL: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar),  были удалены.  
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Поиск гетерозиготных SNPs в промоторных и транскрибируемых райо-

нах генов 

Список гетерозиготных SNPs, полученный из данных ChIP-seq, пересекали с 

промоторными районами генов; промотором считали регион ±1000 п.о. от старта 

транскрипции всех транскриптов (включая альтернативные старты транскрипции) 

из UCSC Genome Browser (hg38), координаты которых представлены в пакете анно-

тации TxDb.Hsapiens.UCSC.hg38.knownGene (v. 3.2) R (Team BC, 2019). 

Список гетерозиготных SNPs, полученный из данных RNA-seq, также пересе-

кали с координатами транскриптов, представленные в 

TxDb.Hsapiens.UCSC.hg38.knownGene (Team BC, 2019). 

Расчет аллельной асимметрии 

Для всех гетерозиготных SNPs из данных ChIP-seq, расположенных в промо-

торных районах, и гетерозиготных SNPs из данных RNA-seq, расположенных в 

транскрибируемых районах генов, рассчитывали аллельную асимметрию с исполь-

зованием двустороннего биномиального теста, основанном на биномиальном рас-

пределении, которое описывается формулой Бернулли:  

𝑃(𝑋 = 𝑘) = (𝑛
𝑘

)𝑝𝑘(1 − 𝑝)𝑛−𝑘, 

где 𝑛 - общее количество прочтений с референсным аллелем, выровненных на 

конкретную гетерозиготную позицию в референсном геноме, и альтернативным ал-

лелем, выровненных на эту же гетерозиготную позицию в альтернативном геноме; 

𝑘 - общее количество прочтений с референсным аллелем, выровненных на 

конкретную гетерозиготную позицию в референсном геноме; 

 𝑝 - ожидаемая вероятность покрытия данной гетерозиготной позиции прочте-

ниями с референсным аллелем; 

1 − 𝑝 - ожидаемая вероятность покрытия данной гетерозиготной позиции про-

чтениями с альтернативным аллелем;   

(𝑛
𝑘

) - биномиальный коэффициент, который рассчитывается как: (𝑛
𝑘

) =  
𝑛!

𝑘!(𝑛−𝑘)!
 

В качестве нулевой гипотезы было принято утверждение о равном покрытии 

гетерозиготных позиций референсными прочтениями, выровненными на референс-

ный геном, и альтернативными прочтениями, выровненными на альтернативный ге-
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ном (H0:p=0.5); аллельная асимметрия в конкретной гетерозиготной позиции наблю-

далась в случае статистически значимого отклонения в распределении прочтений с 

референсным и альтернативным аллелем от теоритически ожидаемого распределе-

ния (p.adj < 0.1 после поправки на множественное сравнение по Бенджамини-

Хохбергу в данных ChIP-seq и RNA-seq); гетерозиготные SNPs, демонстрирующие 

аллельную асимметрию в данных ChIP-seq, назывались ASB (Allele-specific binding) 

SNPs; гетерозиготные SNPs, демонстрирующие аллельную асимметрию в данных 

RNA-seq, назывались ASE (Allele-specific expression) SNPs. 

Гены, в которых был найден только один гетерозиготный SNP из данных 

RNA-seq, являющийся при этом ASE SNP, считались экспрессируемыми аллель-спе-

цифическим образом; для генов, в которых было обнаружено более одного гетеро-

зиготного SNP из данных RNA-seq, рассчитывали общую аллель-специфическую 

экспрессию (на уровне гена) с помощью метааналитического подхода MBASED 

(Mayba et al., 2014), основанного на объединении информации об аллельной асим-

метрии по каждому гетерозиготному SNP в конкретном гене.        

Пересечение ASB SNPs, найденных в промоторах, с генами, демонстриру-

ющими ASE 

На последнем этапе пересекали гены, в промоторных районах которых лока-

лизованы ASB SNPs, с генами-мишенями, для которых рассчитана аллель-специфи-

ческая экспрессия (ASE) (Рисунок 8); регуляторными SNPs (rSNPs) считались гете-

розиготные SNPs в промоторах генов, которые были связаны с аллель-специфиче-

скими событиями в этих районах (ASB), при этом, для этих генов также наблюдалась 

аллель-специфическая экспрессия (ASE). 
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Рисунок 8. Поиск rSNPs на основе результатов анализа аллель-специфического свя-

зывания (ASB) в промоторных районах по данным ChIP-seq и аллель-специфической экс-

прессии (ASE) в транскрибируемых районах по данным RNA-seq. Поиск rSNPs проводился 

для каждого индивидуума во всех генах, в которых были обнаружены события ASB и ASE. 

rSNPs считались ASB SNPs в промоторах генов, при этом, для этих генов также наблюда-

лась аллель-специфическая экспрессия (ASE). Высота пиков красного и желто-зеленого 

цвета показывает количество картированных прочтений, содержащих референсные и аль-

тернативные аллели, в данных ChIP-seq и RNA-seq соответственно.    

Характеризация rSNPs с помощью данных из открытого доступа 

Для характеристики полученной панели rSNPs были привлечены данные кон-

сорциума GTEx (The Genotype-Tissue Expression) о локусах количественных призна-

ков экспрессии (eQTLs) (Aguet et al., 2020; URL: https://www.gtexportal.org/home),  

каталога GWAS об ассоциации геномных локусов с фенотипическими признаками 

(URL: https://www.ebi.ac.uk/gwas; Sollis et al., 2023) и веб сервера ANANASTRA 

(ANnotation and enrichment ANalysis of Allele-Specific TRAnscription factor binding at 

SNPs) о локусах аллель-специфического связывания (Allele Specific Binding, ASB) 
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транскрипционных факторов в данных ChIP-seq (Boytsov et al., 2022; URL: 

https://ananastra.autosome.org). Для поиска минорных частот аллелей (Minor Allele 

Frequency, MAF) использовались данные Ensembl (URL: 

https://www.ensembl.org/index.html). 

Анализ дифференциальной экспрессии генов 

Для поиска rSNPs из нашей панели, которые могут быть связаны с развитием 

сахарного диабета типа 2, с помощью пакета DeSeq2 (v. 1.46) R (Love et al., 2014) 

проводился поиск дифференциально экспрессирующихся генов (ДЭГ) в данных 

RNA-seq, депонированных в Gene Expression Omnibus (Barrett et al., 2012; URL: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo), которые были получены из образцов цельной 

крови от: 

1. группы здоровых людей (n=50) и людей с сахарным диабетом типа 2, у ко-

торых поставлен (n=69)/не поставлен (n=74) диагноз диабетическая ретинопатия 

(GSE221521) (Xiang et al., 2023); 

2. группы здоровых людей (n=10) и людей с сахарным диабетом типа 2, кото-

рые по истечении 3-ех месячного курса приема метформина отвечали (n=10)/не от-

вечали (n=10) на препарат (GSE153315) (Vohra et al., 2022). Ответ на метформин 

определялся как снижение уровня гликированного гемоглобина (HbA1c) > 1% или 

снижение уровня глюкозы в крови натощак > 20 мг/дл по сравнению с исходным 

уровнем после трех месяцев терапии. 

На основе этих данных RNA-seq вышеупомянутыми авторскими коллекти-

вами ранее проводился поиск ДЭГ, однако полного списка ДЭГ ими опубликовано 

не было. Поэтому мы заново выполнили расчет дифференциальной экспрессии с 

другими порогами значимости; мы применили коррекцию множественного сравне-

ния с использованием процедуры Бенджамини-Хохберга и установили уровень лож-

ного обнаружения (False Discovery Rate, FDR) <0.05; гены считались дифференци-

ально экспрессируемыми при следующих условиях: |log2FC|>0.2 и p.adj<0.05; далее, 

мы пересекали весь список ДЭГ с генами, в промоторах которых были найдены 

rSNPs из нашей панели. 

Поиск хаб генов 

Для поиска хаб генов была построена сеть белковых взаимодействий с помо-

щью Search Tool for the Retrival of Interacting Genes (STRING)  (URL: https://string-
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db.org; Szklarczyk et al., 2019), прогнозирующего взаимодействия между белками 

(protein-protein interactions, PPI) на основе данных о физических (экспериментальные 

данные) и функциональных ассоциациях (вычислительные предсказания, ко-экс-

прессия, имеющиеся сведения в базах данных); сеть PPI была построена отдельно 

для групп ДЭГ с повышенной и с пониженной экспрессией в промоторах которых 

найдены rSNPs из нашей панели; далее, с помощью приложения CytoNCA (v. 2.1.6) 

(URL: https://apps.cytoscape.org/apps/cytonca; Tang et al., 2015), реализованном в Cy-

toscape (URL: https://cytoscape.org; Shannon et al., 2003), для каждого узла были рас-

считаны 3 топологические характеристики: 1) центральность по степени (degree 

centrality, DC) – количество связей определенного узла с другими узлами. Узел с 

наибольшим значением DC взаимодействует с большим числом других узлов в сети. 

2) центральность по близости (closeness centrality, CC) - обратная сумма длин крат-

чайших путей между узлом и всеми остальными узлами в графе. Узлы с высокой 

центральностью поблизости имеют более короткие пути к другим узлам. 3) цен-

тральность по посредничеству (betweenness centrality, BC) - мера центральности, ко-

торая оценивает, насколько данный узел является "посредником" при передаче ин-

формации между другими вершинами. То есть, чем больше кратчайших путей про-

ходит через данный узел, тем выше его центральность по посредничеству. По ре-

зультатам расчета составлены списки из топ 20 белков с наивысшими показателями 

по каждой характеристике, после чего эти списки были объединены в один; белки, 

приведенные в объединенном списке, назывались хаб белками, а гены, их кодирую-

щие – хаб генами.  

Идентификация белковых модулей 

Модулем в ассоциативных генных сетях называется подграф, в котором его 

элементы имеют сильную связь между собой и выполняют общую биологическую 

функцию. Идентификация значимых модулей в анализируемых сетях PPI была вы-

полнена с помощью инструмента MCODE (v. 2.0.3) (Bader, Hogue, 2003; URL: 

https://apps.cytoscape.org/apps/mcode), который кластеризует плотно связанные обла-

сти в больших сетях межбелковых взаимодействий; критерии отбора значимых мо-

дулей были следующими: max depth = 100, degree cut-off = 2, node score cut-off = 0.2, 

MCODE scores ≥4, K-score = 2.    

Анализ обогащения путями KEGG/Reactome и терминами GO  
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 Для всех значимых модулей проведен функциональный анализ обогащения; 

в качестве функциональных терминов были приняты термины из базы данных онто-

логии генов (Gene Ontology, GO) (Ashburner et al., 2000; URL: 

https://geneontology.org) и пути из Киотской энциклопедии генов и геномов (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG) (URL: https://www.genome.jp/kegg; 

Kanehisa, 2000) и из Reactome (URL: https://reactome.org, 2024; Milacic et al., 2024); 

анализ обогащения проводился путем расчета чрезмерной представленности (Over-

Representation Analysis, ORA) терминов GO и путей KEGG/Reactome в белковых мо-

дулях с помощью пакета R clusterProfiler (v. 4.14) (Wu et al., 2021); после коррекции 

по Бенджамини-Хохбергу, p.adj<0.05 устанавливали в качестве порогового значения 

обогащения.  

Построение ROC кривых 

Для построения ROC кривых был использован пакет pROC (1.18.5) (Robin et 

al., 2011) в программной среде R; ROC (Receiver Operator Characteristic) кривые стро-

ились на основе нормализованных значений экспрессии каждого хаб гена, рассчи-

танных с помощью DESeq2; отбирали хаб гены с показателем AUC (Area Under 

Curve)>0.7.     
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1. Алгоритм поиска rSNPs, связанных с аллель-специфическими собы-

тиями в данных ChIP-seq и RNA-seq  

Стратегия поиска rSNPs включала 6 основных этапов (Рисунок 9). На первом 

этапе проведено выделение PBMCs из периферической крови девяти здоровых до-

норов, каждый образец PBMCs разделяли на две части. Для одной части были полу-

чены данные секвенирования активных регуляторных районов генома, маркирован-

ных гистоновыми модификациями H3K4me3 и H3K27ac (ChIP-seq). Параллельно 

для второй части PBMCs выполнено секвенирование транскриптома (RNA-seq). Для 

поиска гетерозиготных позиций прочтения из данных ChIP-seq и RNA-seq, вы-

ровненные на референсный геном, для каждого индивидуума были объединены. За-

тем, проводилось выравнивание данных ChIP-seq и RNA-seq на индивидуальный 

альтернативный геном, в котором во всех найденных гетерозиготных позициях, ре-

ференсный аллель был заменен на альтернативный. По результатам поиска гетеро-

зиготных SNPs в промоторных районах в пределах ± 1000 п.о. от старта транскрип-

ции генов было найдено 151586 SNPs (данные ChIP-seq). В транскрибируемых райо-

нах генов по данным RNA-seq располагалось 169503 гетерозиготных SNPs. Для рас-

чета аллельной асимметрии по каждому SNPs учитывались прочтения с референс-

ным аллелем, выровненные на референсный геном, и прочтения с альтернативным 

аллелем, выровненные на альтернативный геном. Всего из данных ChIP-seq было 

отобрано 37521 SNPs, связанных с событиями аллель-специфического связывания 

(ASB). 59180 SNPs были связаны с событиями аллель-специфической экспрессии 

(ASE) по данным RNA-seq. Гены, в которых был найден только один гетерозиготный 

SNP из данных RNA-seq, при этом являющийся ASE SNP, считались экспрессируе-

мыми аллель-специфическим образом. В случае обнаружения в пределах гена более 

одного гетерозиготного SNP, для оценки общей ASE на уровне гена использовался 

метааналитический подход MBASED (Mayba et al., 2014). На заключительном этапе 

поиска rSNPs проведено пересечение генов, в промоторных районах которых лока-

лизованы ASB SNPs, с генами, экспрессирующимися аллель-специфическим обра-

зом. Регуляторными (rSNPs) считались ASB SNPs в промоторах генов, для которых 
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наблюдалась аллель-специфическая экспрессия (ASE). В совокупности, по резуль-

татам определения аллель-специфических событий в данных ChIP-seq и RNA-seq 

нами была сформирована панель из 14796 rSNPs, связанных с экспрессией 5132 ге-

нов.  

Характеристика полученной панели rSNPs проведена с использованием дан-

ных GWAS, GTEx, ANANASTRA и Ensembl. Далее, проведена оценка представлен-

ности rSNPs в промоторах генов, дифференциально экспрессирующихся в клетках 

крови пациентов с сахарным диабетом типа 2 по сравнению со здоровыми индиви-

дуумами (GSE221521), и дифференциально экспрессирующихся в ответ на метфор-

мин (GSE153315), с последующей характеристикой этих генов с привлечением дан-

ных STRING, KEGG, GO, Reactome, а также литературы. 
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Рисунок 9. Схематическое изображение основных этапов поиска и дальнейшего ана-

лиза rSNPs. Этапы поиска rSNPs выделены сплошным серым контуром. Этапы дальней-

шего анализа полученной панели rSNPs выделены пунктирным серым контуром. Голубым 

курсивом указаны источники получения данных. 

3.2. Характеристика данных ChIP-seq и RNA-seq 

Нами получены данные высокопроизводительного секвенирования тран-

скриптома (RNA-seq) и профили распределения в геноме гистоновых модификаций 

H3K4me3 и H3K27ac (ChIP-seq) для мононуклеарных клеток периферической крови 

9-ти здоровых доноров (см. материалы и методы). Некоторые характеристики дан-

ных ChIP-seq и RNA-seq приведены в таблице 2. 

Таблица 2. Характеристика данных ChIP-seq и RNA-seq 

Показатель ChIP-seq 

(H3K4me3,H3K27ac) 

RNA-seq 

Объем исходных данных высокопроизводи-

тельного секвенирования с расширением gz 

15.7±3 Гб 15.1±3 Гб 

Исходное количество прочтений 177.6±24 млн. 176±32 млн. 

Процент картированных прочтений 80±2% 75±2% 

Процент картированных прочтений с 

MAPQ>20 

73±2% 65±3% 

Глубина покрытия референсного генома 12±2Х 25±3Х 

Средняя глубина покрытия промоторных райо-

нов (± 1000 п.о. от старта транскрипции) 

43±7Х − 

Относительный коэффициент кросс-корреля-

ции цепей (RSC) 

1.3±0.1 − 

Стандартизированное стандартное отклонение 

(SSD) 

3±0.2 − 

Процент картированных прочтений в регионах 

из черного списка ENCODE (RiBL) 

0% − 

Процент картированных прочтений в области 

пиков (FRiP) 

8.8±1.1% − 

Процент представленности рибосомальной 

РНК 

− 0.17±0.03% 
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Процент прочтений, картированных на экзоны, 

5’- и 3’-UTR 

− 82.3±1.4% 

Процент прочтений, картированных на ин-

троны 

− 15±1.4% 

Процент прочтений, картированных на меж-

генные районы 

− 2.7±0.1% 

Общий объем полученных данных высокопроизводительного секвенирования 

равен 278.3 Гб (для ChIP-seq – 142 Гб, для RNA-seq – 136.3 Гб); в среднем, на каж-

дого человека приходилось 15.35 Гб информации (ChIP-seq – 15.7±3 Гб, RNA-seq – 

15.1±3 Гб), что составило 177.6±24 млн парноконцевых прочтений ChIP-seq и 176±32 

млн парноконцевых прочтений RNA-seq на человека. По результатам выравнивания 

прочтений, полученных по данным ChIP-seq, глубина покрытия референсного ге-

нома составила 12±2Х. Учитывая, что поиск rSNPs планировалось проводить в про-

моторных районах в пределах ±1000 п.о. от старта транскрипции, мы также рассчи-

тали покрытие в пределах данного региона и обнаружили 43±7Х покрытие этих об-

ластей, что было достаточно для проведения дальнейшего анализа. Все библиотеки 

ChIP-seq соответствовали оценкам качества, рекомендованные консорциумом EN-

CODE (Landt et al., 2012). В результате выравнивания прочтений из данных RNA-

seq, глубина покрытия референсного генома составила 25±3Х. Большинство прочте-

ний, как и ожидалось, было картировано на экзонные районы, 5’- и 3’-UTR 

(82.3±1.4%). Все RNA-seq библиотеки продемонстрировали низкий процент пред-

ставленности рибосомальной РНК (0.17±0.03%).  

В результате поиска пиков ChIP-seq с учетом всех образцов нами было выявлено 

173771 пика H3K4me3 и 187394 пика H3K27ac (FDR<0.001). Большая часть из них 

была расположена в промоторах в пределах от -1000 п.о. до старта транскрипции 

(~53%) (Рис. 10 А, Б), что согласуется с литературными данными о представленно-

сти H3K4me3 и H3K27ac в вблизи сайтов начала транскрипции (Gao et al., 2020; 

Zhang et al., 2016; Zhao et al., 2021b). Также, пики H3K4me3 и H3K27ac образовывали 

типичную асимметричную форму вокруг старта транскрипции, соответствующую 

ранее описанной в других исследованиях (Рис. 10 В) (Ibrahim et al., 2015; Sen et al., 

2016; Uchiyama et al., 2018). 
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Рисунок 10. Геномное распределение пиков H3K4me3 и H3K27ac, обнаруженных в 

PBMCs девяти доноров. Распределение пиков А) H3K4me3 и Б) H3K27ac по различным 

районам генома. В) Усредненный профиль распределения пиков H3K4me3 и H3K27ac в 

пределах ±3000 п.о. (3 Kilobase, Kb) от старта транскрипции (Transcription Start Site, TSS) 

всех генов.      

3.3. Определение представленности распространенных и редких вариан-

тов в полученной панели rSNPs и расчет аллельного эффекта 

В настоящее время при изучении генетической архитектуры различных забо-

леваний большое внимание уделяется редким вариантам (rare variants), под кото-

рыми по разным источникам понимают варианты с частотами минорных аллелей 

(Minor Allele Frequency, MAF) от <1 до <5% (Momozawa, Mizukami, 2021) (Chen et 

al., 2022; Momozawa, Mizukami, 2021; Pierre Saint, Genin, 2014). Считается, что эти 

варианты с большей вероятностью являются функциональными, чем так называе-

мые распространенные (common variants, MAF>1-5%), и могут вносить больший 

вклад в риск развития заболеваний (Bomba et al., 2017; Gorlov et al., 2011; Li et al., 

2023; Matthews, Turkheimer, 2022; Momozawa, Mizukami, 2021). В частности, по ре-

зультатам анализа событий аллель-специфического связывания ТФ в данных ChIP-

seq, полученных на клеточных линиях GM12878, H1-hESC, K562 и SK-N-SH, 
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M.Cavalli и его коллеги установили, что редкие ASB SNPs по сравнению с распро-

страненными имеют более высокий аллельный эффект, который характеризует ве-

личину асимметрии между референсным и альтернативным аллелем по каждому ге-

терозиготному ASB SNP и определяется как соотношение между аллелем с более 

высоким числом прочтений (мажорный аллель) и общим количеством прочтений в 

гетерозиготной позиции (следовательно, аллельный эффект варьируется от ≥0.5 до 

1). Авторы предположили, что такие редкие ASB SNPs, аллели которых имеют боль-

шую разницу в связывании ТФ, могут приводить к более сильному изменению 

уровня экспрессии генов и вносить больший вклад в формирование фенотипических 

признаков, включая развитие заболеваний (Cavalli et al., 2016a).    

Используя данные из ресурса Ensembl, мы определили MAF для всех 14796 

rSNPs из нашей панели и установили, что она в основном представлена распростра-

ненными вариантами (88.5%) с MAF>5%, тогда как на долю редких с MAF<5% при-

ходилось 11.5% (Рисунок 11 А). На основе данных профиля распределения гистоно-

вых модификаций H3K4me3 и H3K27ac (данные ChIP-seq) мы для каждого rSNP рас-

считали аллельный эффект по следующей формуле (Cavalli et al., 2016a):  

 Аллельный эффект rSNP𝑖 =
кол−во прочтений с мажорным аллелем в 𝑖−ой позиции

общее количество прочтений в 𝑖−ой позиции
  

Мы установили, что редкие rSNPs из нашей панели имеют более высокий ал-

лельный эффект чем распространенные (p.value<0.05, тест Манна-Уитни) (Рисунок 

11 Б). Предполагая, что более сильное изменение активности промоторных районов 

под действием редких rSNPs может приводить к более сильному изменению экс-

прессии генов, мы также рассчитали аллельный эффект для всех гетерозиготных 

SNPs из данных RNA-seq, расположенных в генах, в промоторах которых локализо-

ваны редкие и распространенные rSNPs. Мы установили, что гены, в промоторах 

которых локализованы редкие rSNPs, имеют более высокий аллельный эффект в экс-

прессии по сравнению с распространенными rSNPs (p.value<0.05, тест Манна-

Уитни) (Рисунок 11 Б). Таким образом, наши данные показывают, что редкие rSNPs 

имеют более высокий аллельный эффект по сравнению с распространенными, согла-

суются с ранее полученными результатами (Cavalli et al., 2016a) и подтверждают ги-

потезу о том, что редкие варианты имеют более сильное влияние на экспрессию ге-

нов чем распространенные.     
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Рисунок 11. Характеристика rSNPs из нашей панели на основе MAF.А) Распределе-

ние rSNPs в зависимости от MAF по данным Ensembl. Б) Аллельный эффект между группой 

редких (MAF<5%) и распространенных (MAF≥5%) rSNPs (расчет по данным ChIP-seq), а 

также группами гетерозиготных SNPs, расположенными в генах-мишенях редких и распро-

страненных rSNPs (расчет по данным RNA-seq). ***p.value<0.05, тест Манна-Уитни. 

3.4. Характеристика полученной панели rSNPs с использованием данных 

GWAS, GTEX и ANANASTRA 

Пересечение rSNPs из нашей панели с геномными районами в пределах ±1000 

п.о. от SNPs, содержащихся в каталоге GWAS (по состоянию на 03.2023 г.), показало 

А) 

Б) 
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связь 5688 rSNPs (38.4% от всех rSNPs в представленной панели) с различными фе-

нотипическими признаками. При этом, 1107 rSNPs (7.5% от всех найденных) были 

непосредственно представлены в самом каталоге GWAS, а остальные располагались 

в пределах ± 1000 п.о. от 4483 SNPs из данного каталога. Оценка с помощью крите-

рия χ2 показала, что по сравнению со всеми гетерозиготными нерегуляторными 

SNPs, идентифицированными в наших ChIP-seq данных, панель rSNPs обогащена 

вариантами из каталога GWAS (p.value<2.2*10-16;OR=1.7; 95% CI:1.6-1.8).  

Для rSNPs, непосредственно представленных в GWAS, мы рассчитали обога-

щение ассоциациями с фенотипами из данного каталога (критерий Фишера c поправ-

кой по Бенджамини-Хохбергу - p.adj < 0.1) (Таблица 3). В полученной группе в ос-

новном были представлены признаки, связанные с количественными показателями 

клеток крови (что вполне ожидаемо, поскольку мы использовали PBMCs): средний 

корпускулярный объем, средний корпускулярный гемоглобин, количество лейкоци-

тов, тромбоцитов, лимфоцитов, моноцитов, эритроцитов, нейтрофилов, эозинофи-

лов, ширина распределения эритроцитов, средний объем тромбоцитов, процент мо-

ноцитов в лейкоцитах и др. Данные показатели широко используются при диагно-

стике различных заболеваний и мониторинга состояния организма в клинической 

практике (Akbari et al., 2023; Bao et al., 2019; Li et al., 2017; Vuckovic et al., 2020). В 

совокупности, в нашей панели оказалось 254 rSNPs, связанных с количественными 

показателями клеток крови.  

Таблица 3. Признаки из каталога GWAS, ранжированные по количеству свя-

занных с ними rSNPs 

Признак Общее коли-

чество SNPs, 

включенных 

в каталог 

GWAS, для 

данного при-

знака 

Количество 

rSNPs, напря-

мую вклю-

ченных в ка-

талог GWAS, 

для данного 

признака 

P.adj. Отношение 

шансов* 

Соотношение талии и бедер с уче-

том индекса массы тела 

3741 36 1.1*10-3 2.2 (1.5-3.1) 

Средний корпускулярный объем 2227 31 1.1*10-5 3.2 (2.2-4.6) 

Количество лейкоцитов 2456 31 6.1*10-5 2.9 (2-4.2) 

Соотношение талии и бедер 2526 28 1.1*10-3 2.5 (1.7-3.7) 
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Окружность бедер с поправкой на 

индекс массы тела 

3359 28 4.4*10-2 1.9 (1.3-2.8) 

Количество тромбоцитов 2609 27 3.9*10-3 2.4 (1.6-3.5) 

Средний корпускулярный 

гемоглобин 

2365 25 4.8*10-3 2.4 (1.6-3.6) 

Количество лимфоцитов 1651 24 9.8*10-5 3.3 (2.1-5) 

Количество моноцитов 1767 24 2.1*10-4 3.1 (2-4.7) 

Количество эритроцитов 2487 24 1.9*10-2 2.2 (1.4-3.3) 

Количество нейтрофилов 1559 23 1.1*10-4 3.4 (2.1-5.1) 

Количество эозинофилов 2100 23 4.8*10-3 2.5 (1.6-3.8) 

Диабет типа 2 2830 23 7.1*10-2 1.9 (1.2-2.8) 

Ширина распределения эритроци-

тов 

1732 20 5.5*10-3 2.6 (1.6-4.1) 

Средний объем тромбоцитов 1402 16 2.1*10-2 2.6 (1.5-4.3) 

Индекс формы тела 1514 16 3.6*10-2 2.4 (1.4-3.9) 

Процентная доля моноцитов в лей-

коцитах 

738 15 1.9*10-4 4.6 (2.6-7.7) 

Тромбоцитокрит 930 15 1.6*10-3 3.7 (2-6.1) 

Средний корпускулярный объем 

эритроцитов 

821 14 1.6*10-3 3.9 (2.1-6.6) 

Аппендикулярная тощая масса 1569 14 8.8*10-2 2 (1.1-3.4) 

Средний объем ретикулоцитов 695 13 1.4*10-3 4.3 (2.3-7.4) 

Уровень белка в крови 1409 13 7.8*10-2 2.1 (1.1-3.6) 

Высокое светорассеяние 

ретикулоцитов 

787 12 1*10-2 3.5 (1.8-6.1) 

Уровень аспартатаминотрансфе-

разы 

1231 12 8*10-2 2.2 (1.1-3.9) 

Гематокрит 1375 12 9.6*10-2 2 (1-3.5) 

Уровни фосфатидилинозитола 

32:4 

369 10 7.37*10-4 6.2 (2.9-11.5) 

Ретикулоцитарная фракция 

эритроцитов 

727 10 3.8*10-2 3.1 (1.5-5.8) 

Ширина борозд головного мозга 854 10 7.1*10-2 2.7 (1.3-4.9) 

Количество базофилов 528 9 2.1*10-2 3.9 (1.8-7.4) 

Уровень гликированного гемогло-

бина  

706 9 7.1*10-2 2.9 (1.3-5.6) 

Астма 841 9 8*10-2 2.4 (1.1-4.7) 

Уровни фосфатидилинозитола 

38:4 

104 8 1.1*10-5 17.5 (7.3-

35.9) 
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Уровень гемоглобина 455 8 2.9*10-2 4 (1.7-8) 

Ревматоидный артрит 530 8 5.6*10-2 3.4 (1.5-6.8) 

Рассеянный склероз 617 8 7.1*10-2 2.9 (1.3-5.9) 

Уровни метаболитов в сыворотке 614 8 7.1*10-2 3 (1.3-5.9) 

Ширина распределения тромбоци-

тов 

771 8 9.4*10-2 2.4 (1-4.7) 

Гипотиреоз 289 7 1.3*10-2 5.5 (2.2-11.5) 

Вес при рождении 335 7 2.4*10-2 4.7 (1.9-9.9) 

Уровни неальбуминового белка 394 7 4.4*10-2 4 (1.6-8.4) 

Уровни гликированного гемогло-

бина (HbA1c) 

507 7 7.1*10-2 3.1 (1.3-6.5) 

Незрелая фракция ретикулоцитов 496 7 7.1*10-2 3.2 (1.3-6.7) 

Когнитивная производительность 592 7 8.6*10-2 2.7 (1.1-5.6) 

Базально-клеточная карцинома 165 6 4.9*10-3 8.3 (3-18.4) 

Уровни ферментов печени (щелоч-

ная фосфатаза) 

304 6 5.2*10-2 4.5 (1.6-9.9) 

Математические способности 335 6 7.1*10-2 4.1 (1.5-9) 

Холестерин липопротеинов низкой 

плотности 

479 6 8.8*10-2 2.8 (1-6.3) 

Вес плода при рождении 133 5 1.3*10-2 8.5 (2.7-20.5) 

Возраст менопаузы 145 5 1.8*10-2 7.8 (2.5-18.8) 

Соотношение тромбоцитов и лим-

фоцитов 

312 5 7.8*10-2 3.6 (1.2-8.6) 

Менопауза (возраст начала) 106 4 3.5*10-2 8.6 (2.3-22.6) 

Количество лейкоцитов 

(базофилов) 

112 4 3.8*10-2 8.1 (2.2-21.4) 

Хронический лимфоцитарный лей-

коз 

131 4 5.7*10-2 6.9 (1.9-18.2) 

Количество миелоидных лейкоци-

тов 

164 4 7.1*10-2 5.5 (1.5-14.5) 

Процентная доля нейтрофилов в 

гранулоцитах 

171 4 7.1*10-2 5.3 (1.4-13.9) 

Применение медикаментов (препа-

ратов щитовидной железы) 

184 4 7.6*10-2 4.9 (1.3-12.9) 

Процентная доля базофилов в лей-

коцитах 

216 4 8.4*10-2 4.2 (1.1-10.9) 
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Процентная доля гранулоцитов в 

миелоидных лейкоцитах 

220 4 8.5*10-2 4.1 (1.1-10.7) 

Плоскоклеточный рак легкого 122 3 8.6*10-2 5.6 (1.1-16.7) 

Паховая грыжа 2184 1 3.6*10-2 0.1 (0-0.6) 

* 95% доверительный интервал указан в скобках 

Также выделялась группа признаков, связанная с различными морфометриче-

скими показателями: соотношение талии и бедер с учетом индекса массы тела, 

окружность бедер с поправкой на индекс массы тела, индекс формы тела, вес при 

рождении и аппендикулярная тощая масса (в совокупности, найдено 49 rSNPs). По-

казано, что многие гены, экспрессирующиеся в PBMCs, отражают профиль экспрес-

сии генов в жировой ткани в ответ на изменение условий питания или липидного 

метаболизма, поэтому их все чаще используют в качестве транскриптомных биомар-

керов ожирения (Akbari et al., 2023). И действительно, для ряда генов, в промоторах 

которых расположены rSNPs из нашей панели, литературные данные свидетель-

ствуют об их вовлеченности в процесс ожирения: TKT (rs11130362) (Tian et al., 2020), 

ADAM17 (rs11893688) (Menghini et al., 2013), AHNAK (rs2509967, rs2428549) (Woo et 

al., 2018), AIF1 (rs2844475) (Chinnasamy et al., 2023) и др. 

Достаточно многочисленной была также группа признаков, включающая раз-

личные заболевания, которые характеризуются хроническим воспалением: астма (9 

rSNPs), ревматоидный артрит (8 rSNPs), рассеянный склероз (8 rSNPs) и диабет типа 

2 (23 rSNPs), при чем, ревматоидный артрит и рассеянный склероз относились к 

классу аутоиммунных. Из группы rSNPs, ассоциированных с данными заболевани-

ями, для 13 установлена связь с различными количественными показателями клеток 

крови (данные GWAS), что указывает на вовлеченность этих клеток в патогенез вос-

палительных заболеваний (Mueller et al., 2021; Raveney et al., 2021; Palikhe et al., 

2021).  

Ревматоидный артрит характеризуется выработкой неорганоспецифических 

аутоантител и хроническим воспалением синовиальных тканей, приводящим к раз-

рушению хрящей и костей. Воспаление синовиальных тканей возникает в результате 

инфильтрации моноцитов/макрофагов, NK-клеток, В-клеток, CD4 + и CD8 + Т-кле-

ток, что приводит к выработке большого количества хемокинов и провоспалитель-

ных цитокинов (IL-17, GM-CSF, IL-22 и т.д.) (Mueller et al., 2021). rs2228145 из 
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нашей панели локализован промоторе IL6R, который экспрессируется в различных 

клетках, в том числе PBMCs. IL6R кодирует рецептор, участвующий в передаче про-

воспалительных сигналов путем связывания с IL-6. Например, было показано, что 

увеличение экспрессии IL-6 в PBMCs способствует активации хемокинов IL-8 и 

MCP-1. Поскольку, в свою очередь, экспрессия этих хемокинов повышается в сино-

виальной оболочке при ревматоидном артрите (Suzuki et al., 2010), можно предпола-

гать важную роль rs2228145 в патогенезе данного заболевания.  

Рассеянный склероз является аутоиммунным заболеванием, характеризую-

щимся поражением миелиновой оболочки нейронов аутореактивными Т-клетками. 

Известно, что EOMES, в промоторе которого расположен rs2371108 из нашей па-

нели, кодирует ТФ, который участвует в патогенезе данного заболевания и может 

быть биомаркером воспаления на разных стадиях рассеянного склероза. Так, было 

показано, что в периферической крови людей с вторично-прогрессирующим рассе-

янным склерозом количество CD4+ T-клеток, экспрессирующих EOMES, значи-

тельно выше по сравнению с контролем, и выше в постмортальных образцах тканей 

головного мозга (на поздней стадии заболевания) чем в образцах тканей с более ран-

ней - первично-прогрессирующей формой (Raveney et al., 2021).     

Астма является гетерогенным респираторным заболеванием, характеризую-

щимся воспалением, обратимой обструкцией и гиперреактивностью дыхательных 

путей. PBMCs играют важную роль в патофизиологии данного заболевания 

(Nakagome, Nagata, 2011; Palikhe et al., 2021). Два rSNPs (rs167769 и rs4029774) из 

нашей панели расположены в промоторах генов STAT6 и STAT5b, соответственно, 

кодирующих ТФ, которые являются медиаторами передачи цитокиновых сигналов. 

Эти ТФ выполняют важную роль в развитии и дифференцировке иммунных клеток 

(Kanai et al., 2012; Pelham et al., 2022).  

Из воспалительных заболеваний с сахарным диабетом типа 2 было связано 

наибольшее количество rSNPs из панели (23 rSNPs) (Таблица 3). В основном, эти 

rSNPs расположены в промоторах генов, участвующих в процессах воспаления 

(rs12823740 - CCDC92 (Ren et al., 2023), rs73069940 - CTBP1 (Wang et al., 2020a)), 

ожирения (rs10097617, rs1320164, rs896852 - TP53INP1 (Seillier et al., 2015)), рези-

стентности к инсулину (TP53INP1 (Seillier et al., 2015), CCDC92 (Ren et al., 2023)), 

секреции инсулина (rs11671664 - GIPR (Erfanian et al., 2023), rs893617 -  AP3S2 (Wood 
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et al., 2017)), пролиферации β-клеток поджелудочной железы (rs2066827 - CDKN1B 

(Uchida et al., 2005), митофагии (TP53INP1 (Seillier et al., 2015)) и транспорта угле-

водов (rs1570247 - GBA2 (Körschen et al., 2013)), однако конкретная роль в механиз-

мах патогенеза диабета второго типа изучена лишь для некоторых из этих генов. 

Например, было показано, что у мышей с нокаутом CCDC92 (Coiled-Coil Domain 

Containing 92) уменьшалось ожирение, снижалась инфильтрация макрофагов в бе-

лую жировую ткань, повышалась чувствительность к инсулину, а также уменьша-

лось воспаление посредством ингибирования субъединицы NF-κB - p65 (за счет сни-

жения фосфорилирования серина в 536 положении) и повышения экспрессии инги-

битора NF-κB – IκBα. В конечном счете, нарушение активности NF-κB приводило к 

снижению экспрессии NLRP3, белковый продукт которого является основным ком-

понентом NLRP3-инфламмосомы, активирующей провоспалительные цитокины IL-

1β и IL-18 (Ren et al., 2023). Напротив, TP53INP1 (Tumor Protein P53 Inducible Nuclear 

Protein 1) выполняет протективную роль в отношении развития сахарного диабета 

типа 2. Мыши с нокаутом TP53INP1 демонстрировали склонность к ожирению и по-

вышению резистентности к инсулину, возникающей из-за нарушения регуляции 

окислительно-восстановительных процессов в организме в результате увеличения 

количества митохондрий и активных форм кислорода (АФК). Дальнейшее исследо-

вание TP53INP1 установило, что его белковый продукт напрямую взаимодействовал 

с серин/треонин-протеинкиназой PINK1 и Е3 убиквитинлигазой PARKIN, которые 

участвуют в деградации дефектных митохондрий путем активации митофагии, а но-

каут TP53INP1 приводил к нарушению данного процесса (Seillier et al., 2015).      

Учитывая, что в нашей панели представлены rSNPs, связанные с сахарным 

диабетом типа 2, отдельно стоит отметить такой фенотипический признак как уро-

вень гликированного гемоглобина (HbA1c), являющегося важным маркером дан-

ного заболевания (с ним связано 14 rSNPs из нашей панели). HbA1c представляет 

собой продукт неферментативного соединения гемоглобина и глюкозы в крови. Его 

концентрация в крови стабильна, отражает среднее содержание глюкозы в крови за 

последние 2-3 месяца и коррелирует с риском осложнений диабета (Incani et al., 

2015). Кроме HbA1c, фосфатидилинозитол также может быть маркером сахарного 

диабета типа 2 (10 rSNPs). Фосфатидилинозитол является минорным липидом кле-

точной мембраны, участвующим в гомеостазе глюкозы. В исследовании Meikle P. J. 
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и его коллег на основании липидомного анализа крови было установлено, что у лиц 

с диабетом типа 2 (в группу входили люди с HbA1c≥7%) и преддиабетом (HbA1c от 

6.1% до 6.9%) наблюдается повышенный уровень фосфатидилинозитола по сравне-

нию с людьми с нормальной толерантностью к глюкозе (HbA1c<6.1%) (Meikle et al., 

2013).  

Еще одну группу признаков GWAS, с которыми были связаны rSNPs из нашей 

панели, представляли онкологические заболевания: базальноклеточная карцинома 

(6 rSNPs), хронический лимфоцитарный лейкоз (4 rSNPs) и плоскоклеточный рак 

легких (3 rSNPs). Эпидемиологические и экспериментальные данные свидетель-

ствуют о тесной связи воспаления и онкогенеза. Иммунные клетки часто концентри-

руются в опухолях по сравнению с окружающей тканью. Иммунные клетки могут 

играть как противотуморогенную роль, уничтожая предраковые и полностью транс-

формированные клетки, так и протуморогенную роль, способствуя дальнейшему 

разрастанию опухоли путем продуцирования медиаторов воспаления (например, ци-

токинов), стимулирующих выживание и пролиферацию предраковых клеток, ангио-

генез опухоли и активацию онкогенных факторов транскрипции (NF-κB и STAT3) 

(Zhao et al., 2021). В качестве примера приведем rs6908626 из нашей панели, лока-

лизованный в промоторе BACH2, который кодирует ТФ, участвующий в регуляции 

дифференцировки Т- и B-лимфоцитов и являющийся иммуносупрессором в опухо-

лях. Установлено, что BACH2 стимулирует рост опухолевых клеток посредством ак-

тивации Т-регуляторных клеток, которые ингибируют внутриопухолевую инфиль-

трацию CD8+ Т-клеток и секрецию ими IFN-γ (Roychoudhuri et al., 2016). Следова-

тельно, rs6908626 может иметь потенциально важную роль в регуляции иммунного 

ответа при онкогенезе.    

На следующем этапе анализа нашей панели rSNPs, используя данные консор-

циума GTEx (The Genotype-Tissue Expression), доступные на 03.2023 г., мы провели 

поиск rSNPs, связанных с изменением экспрессии генов в различных тканях (поиск 

eQTLs). Было установлено, что 9871 rSNPs (66.7% от всей панели rSNPs) связаны с 

eQTLs, при этом 2474 rSNPs были непосредственно представлены в каталоге GTEx, 

а 7397 rSNPs находились в пределах ±1000 п.о. от 9646 eQTLs из данного каталога. 

Из всех тканей, данные по которым представлены в GTEX, наибольшее количество 

rSNPs ожидаемо было найдено в «цельной крови» - 2464 (результаты для отдельных 
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фракций клеток крови в каталоге не представлены). 4280 rSNPs (28.9% от всех 

найденных rSNPs) в 1628 генах были одновременно связаны и с изменением экс-

прессии генов (по данным GTEx) и с каким-либо фенотипическим признаком (по 

данным GWAS) (Рисунок 12). По сравнению с гетерозиготными нерегуляторными 

SNPs, наша панель rSNPs была значительно обогащена eQTLs вариантами из GTEx 

(p.value<2.2*10-16;OR=2.49; 95% CI:2.38-2.6).  

При пересечении полученного нами списка всех 14796 rSNPs с вариантами, 

найденными в локусах аллель-специфического связывания различных транскрипци-

онных факторов (данные ChIP-seq) ресурса ANANASTRA (ANnotation and 

enrichment ANalysis of Allele-Specific TRAnscription factor binding at SNPs) оказалось, 

что 30.8% (4560, FDR<0.05) наших rSNPs  локализуются в сайтах аллель-асиммет-

ричного связывания различных ТФ (Рисунок 12). Доля таких rSNPs возрастает до 

33,4% (1433, FDR<0.05) при использовании списка из 4280 rSNPs, связанных с 

eQTLs и различными фенотипическими признаками GWAS. Среди 1433 rSNPs, 

наибольшее количество было расположено в локусах аллель-специфического связы-

вания ANDR (N=217), CTCF (N=215), STAT1 (N=167), BRD4 (N=126), ESR1 

(N=121), YY1 (N=97), GCR (N=89), SPT5H (N=76), STAG1 (N=74) и ZFX (N=63).  

 

 

Рисунок 12. Диаграмма Венна, иллюстрирующая количество rSNPs, локализован-

ных в сайтах аллель-специфического связывания ТФ (данные ANANASTRA), связанных с 
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фенотипическими признаками (данные GWAS) и изменением экспрессии генов (данные 

GTEx), а также расположенных на пересечении соответствующих групп.   

3.5. Анализ модулей, идентификация хаб генов и путей в ассоциативных 

генных сетях дифференциально экспрессируемых генов, связанных с сахарным 

диабетом типа 2 

Учитывая обогащение нашей панели rSNPs вариантами из каталога GWAS, 

связанными с сахарным диабетом типа 2 и рядом сопутствующих признаков, а также 

тот факт, что из всех заболеваний с диабетом второго типа связано наибольшее ко-

личество rSNPs, мы провели дополнительный поиск rSNPs из нашей панели, кото-

рые могут быть вовлечены в механизмы развития диабета типа 2 в независимом 

наборе транскриптомных данных. Нами была проанализирована самая обширная 

выборка данных RNA-seq (по состоянию на 12.2023 г.) из репозитория GEO DataSets, 

полученных на PBMCs лиц с диабетом типа 2 (GSE221521). Эта выборка включала 

здоровых людей (N=50), людей с диагнозом сахарный диабет типа 2 (N=74) и паци-

ентов с сахарным диабетом типа 2 и дополнительным диагнозом диабетическая ре-

тинопатия (N=69) (Xiang et al., 2023). Следует отметить, что авторы уже провели 

поиск ДЭГ (Xiang et al., 2023), однако полного списка не представили, поэтому мы 

заново выполнили расчет дифференциальной экспрессии с применением порогов 

значимости (|log2FC|>0.2  и p.adj<0.05). 

При сравнении группы здоровых доноров и пациентов с сахарным диабетом 

типа 2 без ретинопатии, мы не выявили ни одного дифференциально экспрессирую-

щегося гена (ДЭГ). При сравнении группы пациентов с диабетической ретинопатией 

и здоровых доноров нами было выявлено 4612 ДЭГ. При пересечении этих ДЭГ с 

генами, в промоторах которых были найдены rSNPs из нашей панели, мы обнару-

жили 3810 rSNPs в промоторах 1284 ДЭГ (Рисунок 13 А). При этом, 2481 rSNPs рас-

полагались в промоторах 772 ДЭГ с повышенной экспрессией (группа пациентов с 

ретинопатией по сравнению с группой здоровых лиц; log2FC>0), а 1329 rSNPs в про-

моторах 512 ДЭГ с пониженной экспрессией (группа пациентов с ретинопатией по 

сравнению с группой здоровых лиц; log2FC<0) (Рисунок 13 Б). 
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Рисунок 13. Представленность rSNPs из нашей панели в промоторах дифференци-

ально экспрессирующихся генов (ДЭГ). А) Диаграмма Венна, демонстрирующая количе-

ство rSNPs из нашей панели, расположенных в промоторах ДЭГ, наблюдающихся при срав-

нении пациентов с сахарным диабетом типа 2 (СД2) с диабетической ретинопатией и здо-

ровым контролем (GSE221521); Б) Volcano plot дифференциально экспрессируемых генов. 

На горизонтальной оси отложен log2 fold change, на вертикальной оси отложен –log10 

(adjusted p value). Красным цветом отмечены значимые ДЭГ (|log2FC|>0.2  и p.adj<0.05), 

в промоторах которых были найдены rSNPs. 

Среди выявленных ДЭГ, в промоторах которых найдены rSNPs из нашей па-

нели, был проведен поиск хаб генов, под которыми в широком смысле понимают 

гены, являющиеся наиболее важными регуляторами различных биологических про-

цессов и взаимодействующие с многочисленными генами- или белками-мишенями 

(He et al., 2022; Yu et al., 2017). Мы исходили из предположения, что rSNPs в промо-

торах хаб генов, влияя на их экспрессию, могут вносить больший вклад в нарушения 

регуляции ключевых процессов, связанных с развитием диабета и его осложнений. 

С использованием STRING, нами была построена сеть белок-белковых взаи-

модействий (protein-protein interaction PPI) между белковыми продуктами ДЭГ с по-

вышенной экспрессией, состоящая из 735 узлов и 2243 ребер. По результатам рас-

чета топологических характеристик каждого узла в данной сети (см. раздел 2.2.4. 

Биоинформатический анализ полногеномных данных, пункт «Поиск хаб генов»), мы 

выделили белковые продукты 31 хаб гена. К хаб генам относились гены, участвую-

щие в регуляции транскрипции, кодирующие: транскрипционные факторы (TP53, 
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SREBF1, RXRA), корепрессор (NCOR2), хроматинсвязывающий белок (BRD4), ги-

стондеацетилазу (HDAC4), субъединицу РНК-полимеразы II - RPB1 (POLR2A). От-

дельную группу составляли гены, кодирующие серин/треонин киназы (AKT1, 

MAPK3, ATM, GAK, SMG1) и клеточные рецепторы (NOTCH1, SCARB1, INSR, 

ITGAM). Многие гены из этого списка вовлечены в различные процессы, связанные 

с развитием диабета типа 2 (Bengal et al., 2020; Saltiel, 2021; Sliwinska et al., 2017), 

такие как ожирение (SREBF1, H6PD), воспаление (TGFB1), резистентность к инсу-

лину (RPTOR, AKT1) и т.д. Стоит отметить, что анализ обогащения хаб генов путями 

KEGG установил Insulin signaling pathway (N genes=7) как путь с наибольшим обо-

гащением (p.adj<5.3*10-5; коррекция по Бенджамини-Хохбергу). В топ 10 путей с 

наибольшим обогащением также вошел FoxO signaling pathway (p.adj.<1.9*10-4), ко-

торый ответственен за регуляцию метаболизма глюкозы (Jeon, 2016; Teaney, Cyr, 

2023) (Рисунок 14 А и Б).  

 

  

A) 
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Рисунок 14. Анализ хаб генов с повышенной экспрессией в сети PPI, в промоторах 

которых найдены rSNPs из нашей панели. А) Анализ обогащения хаб генов путями KEGG. 

Представлены 10 путей с наибольшим обогащением. На горизонтальной оси отложен –

log10 от скорректированного значения P-value. Коррекция Р-value выполнялась с помощью 

метода Бенджамини-Хохберга.  Б) Сетевой график, иллюстрирующий связь между деся-

тью наиболее значимыми путями KEGG, полученными по результатам анализа обогащения 

(Рисунок 14 А), и хаб генами. Хаб гены выделены цветом в зависимости от log2 fold change. 

Пути KEGG представлены в виде кругов, размер которых отражает количество 

хаб генов, вовлеченных в эти пути. Пути KEGG и хаб гены, представленные в этих 

путях, соединены цветными линиями.           

Поиск значимых модулей в сети PPI, построенной для генов с повышенной 

экспрессией, привел к выявлению трех. Самый значимый модуль (MCODE 

score=5.5) состоял из 36 узлов и 102 ребер (Рисунок 15 А) и включал белковые про-

дукты 9 хаб генов: TGFB1, RPTOR, HDAC4, BRD4, H6PD, NCOR2, RXRA, HTT и 

ITGAM. Анализ обогащения KEGG показал, что гены, кодирующие белки, входящие 

Б) 
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в этот PPI модуль, вовлечены в PI3K-Akt signaling pathway (p.adj.=1.98*10-6; коррек-

ция по Бенджамини-Хохбергу) и insulin signaling pathway (p.adj.=1.75*10-6), напря-

мую связанные с процессом развития сахарного диабета типа 2 (Huang et al., 2018b). 

Из GO терминов, связанных с патогенезом диабета второго типа, были идентифици-

рованы те, которые относятся к процессам иммунного ответа: myeloid leukocyte 

activation (p.adj.=0.003), inflammatory response (p.adj.=0.02), immune response 

(p.adj.=0.04), mononuclear cell differentiation (p.adj.=0.005) и leukocyte activation 

(p.adj.=0.002). 

Второй по значимости модуль (MCODE score=4.9) сети PPI состоял из 33 уз-

лов и 73 ребер (Рисунок 15 Б) и включал белковые продукты трех хаб генов: TP53, 

POLR2A и MDM2.  Согласно анализу обогащения терминами GO, гены в этом мо-

дуле, также как и в первом, участвуют в innate immune response (p.adj.=0.02). Кроме 

того, одним из значимых терминов был response to peptide (p.adj.=0.04). Ряд генов, 

связанных с этим термином (TP53, MDM2, IRF5, и TYK2) участвуют непосред-

ственно в инсулиновом ответе (Dalmas et al., 2015; Kung, Murphy, 2016; Mehta et al., 

2016; Mori et al., 2021). Анализ обогащения KEGG не определил статистически зна-

чимых путей, связанных с сахарным диабетом типа 2, но на основе данных Reactome 

(URL: https://reactome.org; Milacic et al., 2024) были выявлены такие пути, как Inter-

feron Signaling (p.adj.=3.2*10-6), Cytokine Signaling in Immune system (p.adj.=1.8*10-

4), Transcriptional Regulation by TP53 (p.adj.=0.005).  

К третьему модулю (MCODE score=4.2), включающему 24 узла и 50 ребер (Ри-

сунок 15 В), относились белковые продукты пяти хаб генов: FASN, MAPK3, SREBF1, 

INSR и NOTCH1. Анализ обогащения путями KEGG выявил insulin resistance 

(P.adj.=0.003), mTOR signaling pathway (P.adj.=0.003), type II diabetes mellitus 

(P.adj.=0.03), insulin signaling pathway (P.adj.=0.003) и AMPK signaling pathway 

(P.adj.=0.01). 
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Рисунок 15. Значимые модули в сети PPI, для которых проведен анализ обогащения 

KEGG, GO и Reactome. А) Первый модуль. Б) Второй модуль. В) Третий модуль. Белки 

представлены в виде узлов в сети PPI, а взаимодействия между ними обозначены ребрами. 

Хаб белки представлены более крупными узлами. Белки, аннотированные с помощью 

KEGG, Reactome и GO, выделены соответствующим цветом как указано в легенде. В ле-

генде указаны статистически значимые термины и пути (p.adj.<0.05; коррекция по Бен-

джамини-Хохбергу), связанные с инсулинорезистентностью и воспалением, которые были 

выявлены по результатам анализа обогащения.     

Для ДЭГ с пониженной экспрессией, в промоторах которых найдены rSNPs, 

сеть PPI состояла из 485 узлов и 3961 ребра. В этой сети нами было выделено 7 мо-

дулей и 35 хаб генов, белковые продукты которых в основном относились к рибо-

сомным субъединицам и шаперонам. Анализ обогащения KEGG/GO/Reactome бел-

ковых продуктов ДЭГ в каждом модуле выявил общие термины и пути, относящиеся 

к биогенезу рибосом, процессам трансляции, процессингу рРНК и т.д., интерпрета-

ция которых в отношении патогенеза сахарного диабета типа 2 является затрудни-

тельной. Можно предположить, что ингибирование процесса синтеза белков связано 

с приемом сахароснижающих препаратов (Lee et al., 2007; Sikka et al., 2012] и явля-

ется следствием терапии. Анализ представленности показал, что ДЭГ из этой группы 

участвуют в путях метаболизма глюкозы - insulin (EIF4E2) и PI3K/Akt signaling path-

way (EIF4E2, GNB5, HSP90AB1, PPP2CA, CDKN1B, ATF4, BCL2, YWHAB). Причем, 

BCL2 и HSP90AB1 были идентифицированы как хаб гены.  

С учетом генов с повышенной экспрессией в insulin signaling pathway было 

представлено 15 ДЭГ, а в PI3K/Akt signaling pathway - 22 ДЭГ. Схемы Insulin and 

PI3K/Akt signaling pathway с выделенными ДЭГ с повышенной и пониженной экс-

прессией, в промоторах которых найдены rSNPs, изображены на рисунке 16 (А и Б, 

соответственно).   
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Рисунок 16. Графическая визуализация представленности ДЭГ в insulin А) и Б) 

PI3K/Akt signaling pathway (данные KEGG). Цвета узлов показывают направление и вели-

чину (log2FC) изменения экспрессии. 

Дополнительно для выделения из хаб генов тех, на основе уровня экспрессии 

которых можно выявить людей с сахарным диабетом типа 2 из анализируемой вы-

борки (GSE221521), мы выполнили ROC анализ. Из 66 хаб генов, для 36 значения 

AUC (Area Under Curve) составили > 0.7, что указывает на то, что эти гены с высокой 

вероятностью связаны с диабетом типа 2 (Таблица 4).  

Таблица 4. rSNPs в промоторах хаб генов с AUC>0.7 

AUC Ген Связь с диабетом типа 2 Экспрессия Идентификационный но-

мер rSNP (согласно dbSNP) 

0.7212 NOTCH1 Регулирует секрецию ин-

сулина (Eom et al., 2021) 

Повышенная rs951509664, rs3013307, 

rs3013306 

Б) 
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0.8072 H6PD Катализирует начальный 

этап пентозофосфатного 

пути (превращение глю-

козо-6-фосфата в 6-фосфо-

глюконолактон) (White et 

al., 2007) 

Повышенная rs184437520, rs3752547, 

rs9435144, rs11121354 

0.7314 POLR2A ─ Повышенная rs4796424, rs57985740, 

rs41555218, rs144575559, 

rs9901161 

0.7713 NCOR2 Участвует в регуляции ли-

погенеза в печени, чув-

ствительности адипоцитов 

к инсулину, репрессии ге-

нов воспалительного от-

вета (Paluvai et al., 2023) 

Повышенная rs7960906, rs1006100, 

rs1199426444, rs191752208, 

rs1432659465, rs998518300, 

rs906886068, rs1458070990, 

rs948418315, rs79830634, 

rs12426514, rs1316249, 

rs924583078, rs868110059, 

rs1407929149 

0.7181 PXN ─ Повышенная rs7953949, rs3890165 

0.7642 FASN Катализирует синтез жир-

ных кислот (Menendez et 

al., 2009) 

Повышенная rs7209621, rs62078751 

0.7323 SCARB1 Участвует в поглощении 

эфиров холестерина из ли-

попротеинов высокой 

плотности в печени; связан 

с резистентностью к инсу-

лину (Wamique et al., 2022) 

Повышенная rs7305310, rs838884, rs897715 

0.734 GAK ─ Повышенная rs140032537, rs141564663, 

rs1403319282, rs182955420, 

rs3775124, rs3733352 

0.7238 CTSD Кодирует Катепсин D, уро-

вень которого в плазме лю-

дей с диабетом типа 2 

выше, чем у здоровых лиц. 

Кроме того, активность ка-

тепсина D коррелирует с 

Повышенная rs2292963, rs144932926, 

rs2292962, rs35640004 
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HbA1c у мужчин (Ding et 

al., 2020) 

0.7145 FZR1 ─ Повышенная rs8100223, rs8644 

0.7926 SMG1 ─ Повышенная rs142606705, rs12929094, 

rs560580650 

0.7522 TP53 Подавляет транскрипцию 

Glut1 и Glut4, что способ-

ствует развитию инсулино-

резистентности (Kung, 

Murphy, 2016) 

Повышенная rs1800899 

0.7762 MAN1B1 ─ Повышенная rs4880199, rs10870178 

0.766 RPL3 ─ Пониженная rs5757613, rs2072872, 

rs137626, rs2076125, 

rs143897309, rs969895370, 

rs84491, rs137627, rs470081, 

rs754570306, rs6509, 

rs137620, rs12484030 

0.7119 RPS3 ─ Пониженная rs186612441 

0.8227 HSP90AB1 Связан с гиперинсулине-

мией у мышей с ожире-

нием (Jing et al., 2018) 

Пониженная rs324131 

0.801 RPL11 Связан с ожирением (Liu et 

al., 2017) 

Пониженная rs3753270, rs111953674, 

rs878908315, rs558662093, 

rs1361739260 

0.7358 RPS11 ─ Пониженная rs739349 

0.7411 RPL5 ─ Пониженная rs34244251 

0.7159 RPS20 ─ Пониженная rs17814456 

0.7101 RPL13A Участвует в регуляции сек-

реции инсулина (Lee et al., 

2016) 

Пониженная rs11539123 

0.8054 RACK1 Играет роль в воспалении и 

связан с диабетической 

нефропатией (Wu et al., 

2022) 

Пониженная rs2287715, rs111326428 

0.7908 RPL14 ─ Пониженная rs62263890, rs2276869 

0.8285 RPL12 ─ Пониженная rs2247310, rs2247322 

0.8027 CCT7 ─ Пониженная rs779122697 
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0.7451 RUVBL1 Регуляция воспалитель-

ного процесса (Zhang et al., 

2021) 

Пониженная rs11719546 

0.7292 TCP1 Связан с диабетической 

нефропатией (Wu et al., 

2015) 

Пониженная rs62621403 

0.8005 PSMA7 ─ Пониженная rs73307256, rs6089665, 

rs3746651 

0.7863 PSMC5 ─ Пониженная rs141975038 

0.7092 ATP5F1A Мыши с диабетом типа 2 

имеют более низкую экс-

прессию ATP5F1A в ске-

летных мышцах, чем кон-

трольная группа 

(Belosludtsev et al., 2021) 

Пониженная rs3753069, rs41274316, 

rs34907121 

0.742 HNRNPK Участвует в регуляции вы-

живаемости β-клеток под-

желудочной железы (Good 

et al., 2019) 

Пониженная rs1011582290, rs796004, 

rs296890 

0.7163 SKP1 Участвует в регуляции вы-

живаемости β-клеток под-

желудочной железы 

(Gorrepati et al., 2018) 

Пониженная rs56257643 

0.7176 BCL2 Регулирует митохондри-

альный путь апоптоза β-

клеток (Gurzov, Eizirik, 

2011) 

Пониженная rs4987834, rs1160274961 

0.7438 FYN Связан с диабетическим 

нефрозом (Li et al., 2023) 

Пониженная rs62413757, rs189480003, 

rs71564104, rs9487736, 

rs1295051482, rs6568706, 

rs17072881, rs1057979 

0.8262 SSRP1 ─ Пониженная rs61888886, rs61888888 

0.7247 CDC42 Регулирует пролиферацию 

бета-клеток, перемещение 

инсулиновых гранул к 

плазматической мембране 

Пониженная rs61778042, rs866829764, 

rs11801382, rs2255282, 

rs12038474, rs16826302 
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и секрецию инсулина 

(Huang et al., 2019) 

─ - сведения отсутствуют. 

В промоторах хаб генов с AUC>0.7 было расположено 117 rSNPs, 65 из кото-

рых локализованы в генах, по литературным данным вовлеченных в механизмы раз-

вития сахарного диабета типа 2. Среди этих хаб генов в основном выделялись гены, 

связанные с резистентностью к инсулину (SCARB1, TP53), регуляцией секреции ин-

сулина (NOTCH1, RPL13A, CDC42), регуляцией выживаемости β-клеток поджелу-

дочной железы (HNRNPK, SKP1), регуляцией липогенеза (NCOR2, FASN) и воспали-

тельного ответа (NCOR2, TP53, RACK1, RUVBL1). rSNPs в этих генах представляют 

большой интерес для дальнейшего изучения. 

3.6. Поиск rSNPs, потенциально связанных с индивидуальным ответом на про-

тиводиабетический препарат метформин 

Используя сформированную нами панель rSNPs, мы также провели поиск в 

ней rSNPs, которые могут быть связаны с ответом на метформин, путем анализа дан-

ных RNA-seq (GSE153315 из GEO DataSets) клеток крови лиц с сахарным диабетом 

второго типа, отвечающих на метформин в течение 3-ёх месячного курса лечения 

(n=10), и лиц с сахарным диабетом второго типа, не отвечающих на метформин при 

проведении такого курса (n=10) (Vohra et al., 2022). Между группами лиц, отвечаю-

щей и не отвечающей на лечение метформином, было найдено 496 ДЭГ. Оказалось, 

что в промоторных районах 131 из этих генов локализовано 367 rSNPs из нашей па-

нели (Рисунок 17 А). 306 rSNPs были расположены в промоторах 118 ДЭГ с повы-

шенной экспрессией (лица, отвечающие на лечение метформином, по сравнению с 

не отвечающими), а 61 rSNPs локализовались в промоторах 13 ДЭГ с пониженной 

экспрессией (лица, отвечающие на метформин, по сравнению с не отвечающими) 

(Рисунок 17 Б). 
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Рисунок 17. Представленность rSNPs из нашей панели в промоторах ДЭГ. А) Диа-

грамма Венна, демонстрирующая количество rSNPs из нашей панели, расположенных в 

промоторах ДЭГ между пациентами с диабетом типа 2, отвечающими (респондеры) и не 

отвечающими (нереспондеры) на метформин в течение трехмесячного курса лечения 

(GSE153315); Б) Volcano plot дифференциально экспрессируемых генов в ответ на метфор-

мин. На горизонтальной оси отложен log2 fold change, на вертикальной оси отложен –

log10 (adjusted p value). Красным цветом отмечены значимые ДЭГ (|log2FC|>0.2 и 

p.adj<0.05), в промоторах которых были найдены rSNPs. 

Среди ДЭГ с повышенной экспрессией, промоторы которых содержали rSNPs 

из нашей панели, выделялась группа генов, кодирующих транскрипционные фак-

торы. К ним относятся: 1) FOXP1 (rs9827299, rs927809457), кодирующий широко 

известный регулятор гомеостаза глюкозы (Zou et al., 2015), который также является 

известным супрессором дифференцировки макрофогов в провоспалительный фено-

тип (Bartolini et al., 2022); 2) POU2F2 (rs3826705), продукт которого через активацию 

сигнального пути AKT/mTOR играет важную роль в гомеостазе глюкозы (Yang et 

al., 2021b), а также участвует в клеточном иммунном ответе путем регуляции генов 

пролиферации и дифференцировки B-клеток (Rahman et al., 2020); 3) YY-1 

(rs113799953, rs760756349), который экспрессируется во всех типах клеток, участвуя 

в широком спектре регуляторных процессов, в том числе регуляции метаболизма 

липидов и глюкозы, а также иммунного ответа (Qian, Zhao, 2022a); 4)  KLF6 

(rs3812715, rs17135808, rs3829201, rs10795076, rs3812714), продукт которого связан 

с дифференцировкой моноцитов в макрофаги (Mola et al., 2023); 5) NFIX (rs11555274, 

rs1354007230, rs1293177918, rs1235554616), продукт которого является одним из 

предполагаемых регуляторов миелопоэза (Jentho et al., 2021); 6) GMEB1 
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(rs1013370834, rs1022902336, rs895890911), продукт которого необходим для нор-

мального функционирования островков эндотелиальных клеток (Xiong et al., 2022). 

Также было выявлено значительное число rSNPs в промоторных районах генов тран-

скрипционных факторов из семейства цинковых пальцев, чьи функции пока еще 

практически не изучены: TSHZ2 (rs71354397); ZNF121 (rs7253981); ZNF44 (rs386901, 

rs422563); ZNF440 (rs1056484229); ZNF611 (rs1350535255, rs8109324, rs11879101, 

rs707303, rs10419223, rs1044394923, rs55769230); ZNF714 (rs7258409, rs182211521, 

rs61733856); ZNF793 (rs2291003); ZNF813 (rs1467168591, rs1157700262, rs2015145, 

rs4599028, rs112581977, rs1968829, rs181026484).  

Функционально к группе генов, кодирующих ТФ, близки гены других тран-

скрипционных регуляторов: 1) TAF3 (rs78092115, rs2778473), кодирующего базаль-

ный транскрипционный фактор, участвующий в формировании инициаторного ком-

плекса РНК-полимеразы II и вовлеченный в модификации гистонов. Недавно была 

показана ассоциация локуса, включающего TAF3, с пониженным уровнем Mg2+ при 

диабете типа 2 (Oost et al., 2024); 2) NCOR1 (rs8076864, rs1331834429, rs178797), ко-

дирующий корепрессорный белок, вовлеченный в механизмы инсулинрезистентно-

сти (Paluvai et al., 2023); 3) SMARCA4 (rs2288844, rs17766161, rs1057226903, 

rs4804550), кодирующий каталитичеcкую субъединицу BRG1 of SWI/SNF хроматин 

ремоделирующего комплекса, вовлеченную в регуляцию воспалительных процессов 

во многих тканях (в частности, показано, что дефицит BRG1 снижает риск возник-

новения диабетического атеросклероза у мышей путем подавления воспалительной 

реакции в сосудах (You et al., 2020)); 4) PCBD2 (rs319597), продукт которого участ-

вует в позитивной регуляции транскрипции, взаимодействуя ТФ HNF1β, мутации в 

гене которого являются одной из основных генетических причин диабета взрослого 

типа у молодых (Urakami, 2019).  

Также среди генов, в промоторах которых расположены rSNPs из нашей па-

нели, выделялись группы, кодирующие: рибосомные белки или ферменты, участву-

ющие в сборке рибосом (NSUN4, RPL14, RPL27A, RPL37A, RPLP2, RPS23, RPL13 - в 

сумме 24 rSNPs); мембранные белки (SMIM14, SPAG1, TGOLN2, TMEM120B, 

TMEM245, VAMP8 - в сумме 14 rSNPs); белки, выполняющие транспортную функ-

цию (NPHP3, SEC62, SLC30A7, SLC35E4, SLC37A2, SPNS1, USE1, в сумме содержа-

щие 13 rSNPs в промоторах); белки, участвующие в процессах убиквитинирования 
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(NOSIP, RNF145, TRIM56, TRIM58, UBE2G2 - в сумме 12 rSNPs); длинные некоди-

рующие РНК и РНК-связывающие белки (NSRP1, RBM26, SNHG3, SNHG5, TPT1-

AS1, DDX52 - в сумме 12 rSNPs); белки, участвующие в процессах воспаления 

(TNFSF14,  PILRВ, AIF1, PEBP1, CDE3 - в сумме 11 rSNPs) и т.д. Важно отметить, 

что анализ литературы обнаружил, что для целого ряда генов из этих групп показана 

вовлеченность в процессы развития/предотвращения сахарного диабета типа 2 и его 

осложнений  (Agostino et al., 2021; Atkin et al., 2021; Cheng et al., 2023; Eldakhakhny 

et al., 2021; Flores-León et al., 2021; Fu et al., 2022; Henriksen et al., 2019; Kazerouni et 

al., 2020; Li et al., 2022; Wang et al., 2023b; You et al., 2024; Zhou et al., 2022].  

Отдельно стоит выделить группу генов, которые по литературным данным во-

влечены в известные механизмы действия метформина. К этой группе относятся: 

NDUFA11 и NDUFB1 (в совокупности 13 rSNPs), кодирующие субъединицы ком-

плекса I электрон-транспортной цепи в митохондриях, который является наиболее 

широко известной мишенью метформина (Amengual-Cladera et al., 2024); AK5 

(rs2689680) и NMT1 (rs62065834, rs62065833, rs6503412, rs8071429, rs4315379), ко-

дирующие вышестоящие регуляторы AMPK (Ahn et al., 2021; Weyand, Goronzy, 

2020), которая также представляет собой одну из основных мишеней метформина; 

FADS1 (rs99780), кодирующий десатуразу жирных кислот, играющую важную роль 

в гомеостазе жирных кислот, экспрессия которой регулируется через путь 

AMPK/SREBP1c в гепатоцитах (Xu et al., 2015); FOXP1 (rs9827299, rs927809457) и 

NCOR1 (rs8076864, rs1331834429, rs178797), которые подавляют активность ТФ 

FOXO1 и CREB соответственно, участвующих в активации глюконеогенных генов 

(Catic et al., 2013; Guo et al., 2021; Zou et al., 2015); ITGB2 (rs760454, rs760452, 

rs56011036), кодирующий субъединицу бета цепи интегрина, который стимулирует 

синтез АТФ путем активации гликолиза через путь PI3K/AKT/mTOR (Huang et al., 

2024; Zhang et al., 2020) и др.          

Таким образом, применение функционального мультиомиксного подхода поз-

волило обнаружить 367 rSNPs, потенциально связанных с ответом на метформин, и 

показало регуляторные факторы и системы, изменения в функции которых могут 

обеспечивать индивидуальный ответ на этот лекарственный препарат, а также иг-

рать важную роль в развитии сахарного диабета типа 2 и его осложнений.  
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ 

SNPs являются наиболее распространенным типом вариаций в геноме чело-

века. На данный момент в базе данных dbSNP (Sherry et al., 2001) содержится более 

900 млн. SNPs (URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Большинство из них не ока-

зывает никакого влияния на фенотип, однако многие могут привести к изменениям 

функции гена или уровня его экспрессии. Около 90% SNPs, обнаруженных в иссле-

дованиях GWAS, расположены в некодирующих участках генома, что предполагает 

их важную роль в регуляции экспрессии генов (Fabo, Khavari, 2023). Однако GWAS 

не предоставляет никакой информации о молекулярных механизмах, за счет кото-

рых найденные варианты приводят к фенотипическим различиям. Функциональная 

интерпретация SNPs с помощью методов функциональной геномики (eQTL анализ, 

ChIP-seq, RNA-seq, MPRA) является важным этапом, который позволяет перейти от 

статистической ассоциации между потенциальным регуляторным SNP и признаком, 

установленной в исследовании GWAS, к пониманию молекулярных механизмов, за 

счет которых эти вариации приводят к фенотипическим различиям, включая различ-

ную предрасположенность к заболеваниям и индивидуальную чувствительность к 

лекарственным препаратам. Те же методы функциональной геномики могут приме-

няться и для целенаправленного поиска регуляторных вариантов без каких-либо 

предварительных знаний об их ассоциации с признаком (Degtyareva et al., 2021; 

Antontseva et al., 2023). В этом случае встает обратная проблема – установление 

связи найденных rSNPs с признаком. Самым популярным способом ее решения яв-

ляется сопоставление полученных результатов с имеющимися данными GWAS. Та-

ким образом, существует два принципиально различающихся подхода к поиску 

rSNPs, важных для формирования фенотипа: с одной стороны, исходя из данных по 

ассоциациям между SNPs и каким-либо признаком, а с другой стороны, исходя из 

целенаправленного поиска rSNPs с помощью данных функциональной геномики.     

В этой работе, используя комплексный подход с использованием эпигеном-

ных (ChIP-seq с антителами к гистоновым модификациям H3K4me3 и H3K27ac, мар-

кирующих промоторные районы экспрессирующихся генов) и транскриптомных 

(RNA-seq) данных от 9-ти условно здоровых индивидуумов, мы провели поиск ал-

лель-специфических событий с целью обнаружения функциональных вариантов, ко-

торые могут влиять на экспрессию генов (rSNPs) в PBMCs. Важным преимуществом 
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комплексного анализа данных ChIP-seq и RNA-seq является возможность идентифи-

цировать не только SNPs, проявляющие эффекты ASB, но и связать полученные ва-

риации с ASE генов-мишеней, что является дополнительным указанием на их регу-

ляторную роль (Korbolina et al., 2021; Korbolina et al., 2018). Еще одним важным пре-

имуществом обнаружения аллель-специфических событий является то, что такой 

подход позволяет нивелировать влияние средовых факторов на результат анализа, 

так как расчет аллельной асимметрии проводится между двумя аллелями гетерози-

готного полиморфного участка диплоидного организма, находящимися в одних 

внешних условиях и на одном генетическом фоне. Вследствие этого можно получать 

достоверные данные при исследовании очень небольшого числа особей, вплоть до 

одного человека (Harvey et al., 2015). Увеличение размера выборки для анализа ал-

лель-специфических событий требуется лишь для включения в анализ большего 

числа гетерозиготных SNPs (Cavalli et al., 2016a). По результатам выявления аллель-

специфических событий в данных ChIP-seq и RNA-seq мы идентифицировали 14796 

rSNPs, предположительно влияющих на экспрессию 5132 генов. 

Для выявления rSNPs из нашей панели, связанных с различными признаками 

и заболеваниями, нами были использованы данные GWAS, в котором к настоящему 

времени содержится информация об ассоциациях между более чем 300000 SNPs и 

20000 признаков. Мы обнаружили значительное обогащение нашей панели rSNPs 

вариантами GWAS по сравнению с набором гетерозиготных нерегуляторных SNPs 

(p.value<2.2*10-16;OR=1.7; 95% CI:1.6-1.8), отобранных по покрытию в наших дан-

ных ChIP-seq, что указывает на существенную роль найденных rSNPs в формирова-

нии признаков.  Пересечение rSNPs с локусами в пределах ±1000 п.о. от SNPs, заре-

гистрированных в каталоге GWAS, показало связь 5688 rSNPs (38.4% от всех 

найденных) с различными фенотипическими признаками. Из них 1107 rSNPs (7,5%) 

были непосредственно представлены в самом каталоге GWAS, а остальные распола-

гались в пределах ± 1000 п.о. от 4483 SNPs из данного каталога. Таким образом, с 

одной стороны, значительная часть выявленных нами rSNPs (1107) действительно 

связана с различными фенотипическими признаками, а с другой стороны, получен-

ные нами данные раскрывают молекулярный смысл 4483 SNPs из каталога GWAS, 

указывая на их регуляторную функцию. 
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Дальнейший анализ панели rSNPs с использованием данных GWAS показал 

наибольшее обогащение вариантами из данного каталога для rSNPs, связанных с ко-

личественными характеристиками клеток крови (таблица 3), что вполне ожидаемо, 

поскольку мы использовали PBMCs. Кроме того, каталог GWAS расширен в сторону 

данных показателей ─ в настоящее время в GWAS представлено более 45 тыс. SNPs, 

связанных с признаками крови, что составляет более 10% от всех SNPs в каталоге. 

Это, в первую очередь, вызвано доступностью таких фенотипических данных. 

Например, в британском биобанке (Bycroft et al., 2018; URL: 

https://www.ukbiobank.ac.uk) собрана и выложена в открытый доступ информация о 

500 тыс. британских добровольцах, у которых измерялись антропометрические дан-

ные, биохимические показатели крови, когнитивные способности и т.д., а также про-

водилось полногеномное генотипирование по более чем 800 тыс. SNPs. В связи с 

этим, многие исследовательские группы проводят GWAS, используя фенотипиче-

ские и генотипические данные, полученные на этих добровольцах (Astle et al., 2016; 

Vuckovic et al., 2020).  

Также многочисленной была группа признаков, включающая различные забо-

левания, к которым относились астма (9 rSNPs), ревматоидный артрит (8 rSNPs), 

рассеянный склероз (8 rSNPs), диабет типа 2 (23 rSNPs), базальноклеточная карци-

нома (6 rSNPs), хронический лимфоцитарный лейкоз (4 rSNPs) и плоскоклеточный 

рак легких (3 rSNPs). Патогенез данных заболеваний характеризуется воспалитель-

ными реакциями, активное участие в которых принимают PBMCs. Из этих заболе-

ваний, больше всего rSNPs было связано с сахарным диабетом типа 2. Эти rSNPs 

были расположены в промоторах генов, участвующих в регуляции процессов воспа-

ления (rs12823740 - CCDC92 (Ren et al., 2023), rs73069940 - CTBP1 (Wang et al., 

2020a]), ожирения (rs10097617, rs1320164, rs896852 - TP53INP1 (Seillier et al., 2015)), 

резистентности к инсулину (TP53INP1 (Seillier et al., 2015), CCDC92 (Ren et al., 

2023)), секреции инсулина (rs11671664 - GIPR (Erfanian et al., 2023), rs893617 -  

AP3S2 (Wood et al., 2017)), пролиферации β-клеток поджелудочной железы 

(rs2066827 - CDKN1B (Uchida et al., 2005), митофагии (TP53INP1 (Seillier et al., 2015)) 

и транспорта углеводов (rs1570247 - GBA2 (Körschen et al., 2013)). Также, из призна-

ков стоит отметить уровень гликированного гемоглобина A1c, который является 
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важным маркером диабета второго типа (найдено 14 rSNPs). Кроме того, rSNPs, свя-

занные с морфометрическими показателями (соотношение талии и бедер с учетом 

индекса массы тела, окружность бедер с поправкой на индекс массы тела, индекс 

формы тела – в совокупности найдено 49 rSNPs), также могут быть маркерами са-

харного диабета типа 2. Известно, что повышенные морфометрические показатели 

могут свидетельствовать об ожирении, которое наблюдается примерно у 90% людей 

с диабетом второго типа (Whitmore, 2010).   

Большой интерес представляло также сопоставление нашей панели из 14796 

rSNPs с данными eQTL анализа (консорциум GTEx (URL: 

https://www.gtexportal.org/home/)), который также является функциональным подхо-

дом, связывающим разные аллели SNP с уровнем экспрессии генов (Degtyareva et 

al., 2021). Мы обнаружили существенно большее совпадение наших результатов с 

данными GTEx по сравнению с данными GWAS. Оказалось, что 9871 rSNPs (66.7% 

от всей панели) демонстрируют связь с eQTLs, при этом 2474 rSNPs были непосред-

ственно представлены в каталоге GTEx, а 7397 rSNPs находились в пределах ±1000 

п.о. от 9646 eQTLs из данного каталога. Из всех тканей в каталоге GTEx, наибольшее 

количество rSNPs ожидаемо было найдено в «цельной крови» - 2464 (результаты для 

отдельных фракций клеток крови в каталоге не представлены). Таким образом, наши 

данные являются независимым подтверждением функциональности 12120 eQTLs 

(из которых 2474 eQTLs являются rSNPs согласно полученным нами результатам, а 

9646 располагаются в пределах ±1000 п.о. от rSNPs из нашей панели и предположи-

тельно сцеплены с ними).  

Также, значительное совпадение с полученным нами списком 14796 rSNPs 

было выявлено при пересечении с вариантами, найденными в локусах аллель-специ-

фического связывания (ASB) различных транскрипционных факторов (данные ChIP-

seq) ресурса ANANASTRA (Boytsov et al., 2022). Оказалось, что 30.8% (4560, 

FDR<0.05) наших rSNPs  локализуются в сайтах ASB различных ТФ. Доля таких 

rSNPs возрастает до 33,4% (1433, FDR<0.05) при использовании списка из 4280 

rSNPs, связанных с eQTLs и различными фенотипическими признаками GWAS. 

Учитывая, что в ANANASTRA представлены ASB SNPs не только в промоторах, но 

и в других регуляторных районах, а поиск rSNPs в нашем исследовании проводился 

лишь в пределах ±1000 п.о. от сайтов старта транскрипции, мы могли бы ожидать 
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большего совпадения результатов с ANANASTRA при более широком охвате регу-

ляторных районов.  

На основании обогащения нашей панели rSNPs вариантами из каталога 

GWAS, связанными с сахарным диабетом второго типа и рядом сопутствующих при-

знаков, а также того факта, что из всех заболеваний с диабетом второго типа связано 

наибольшее количество rSNPs (таблица 3), мы провели дополнительный поиск 

rSNPs в нашей панели, которые могут быть связаны с механизмами его развития. 

Для этого нами был проанализирован самый крупный набор независимых 

транскриптомных данных RNA-seq из репозитория GEO (GSE221521), полученных 

на PBMCs здоровых людей (n=50), людей с сахарным диабетом типа 2 (n=74) и с 

диабетом типа 2 и дополнительным диагнозом диабетическая ретинопатия (n=69) 

(Xiang et al., 2023). Ретинопатия - одно из наиболее тяжёлых осложнений сахарного 

диабета, которое проявляется в виде микроангиопатии, поражающей сосуды сетча-

той оболочки глаза (Tan, Wong, 2023). При сравнении группы здоровых доноров и 

пациентов с диабетом типа 2 без ретинопатии, мы не выявили ДЭГ. Возможно это 

связано с эффектами получаемой пациентами терапии (к сожалению, авторами ста-

тьи не было указано, какой именно) и выбором индивидуумов для контрольной 

группы, в которую вошли люди со средним показателем HbA1c=5.80%, что по неко-

торым данным соответствует уровню, характерному для преддиабетического состо-

яния (Wang et al., 2023a). Однако сравнение группы пациентов с сахарным диабетом 

типа 2 и ретинопатией со здоровыми лицами, позволило выявить 4612 ДЭГ. В про-

моторных районах 1284 из них было найдено 3810 rSNPs из нашей панели. Анализ 

модулей в сети PPI, построенной для генов с повышенной экспрессией, в промотор-

ных районах которых обнаружены rSNPs, показал участие этих генов в процессах 

метаболизма глюкозы и иммунного ответа. Так, PIK3R2 и PIK3CG (rs182197351, 

rs2267922, rs12052085, rs72999501 и rs849398), представленные в первом модуле 

(Рисунок 15 А), кодируют субъединицы PI3K (Phosphoinositide 3-kinases) киназы, 

функционирующей в качестве вышестоящего регулятора в пути PI3K/AKT. PI3K 

опосредует активацию ключевого фермента этого сигнального пути - Akt (AKT 

Serine/Threonine Kinase) киназы, которая способствует: перемещению глюкозы 

внутрь клеток путем опосредованной активации транспортеров глюкозы (GLUT) 

(Cruz-Pineda et al., 2021); активации гликогеногенеза путем ингибирования GSK-3 
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(Glycogen Synthase Kinase 3) (Manning, Cantley, 2007); негативной регуляции глюко-

неогенеза путем снижения экспрессии глюкозо-6- фосфатазы (Glucose-6-

phosphatase, G6PC) (Huang et al., 2018b) и фосфоенолпируваткарбоксикиназы 

(Phosphoenolpyruvate carboxykinase, PCK) (Yu et al., 2021). Примечательно, что нами 

были обнаружены rSNPs в промоторных районах генов Akt1 (rs10136000, rs2498788, 

rs2498786 и rs36214921), G6PC3 (rs72822657, rs3088347), кодирующего каталитиче-

скую субъединицу глюкозо-6- фосфатазы, GSK3B (rs334558), ответственного за син-

тез одной из изоформ киназы-3 гликогенсинтазы и PCK2 (rs4982856), обеспечиваю-

щего продукцию митохондриальной формы фосфоенолпируваткарбоксикиназы (Ри-

сунок 15 А). 

Важную роль в воспалении и развитии сахарного диабета типа 2 играет также 

TP53 (rs1800899) (Рисунок 15 Б), кодирующий опухолевый супрессор – ТФ p53, ко-

торый способен напрямую связываться с промоторами Glut1 и Glut4 и подавлять их 

транскрипцию, что способствует развитию инсулинорезистентности (Kung, Murphy, 

2016). Другими участниками воспалительного ответа являются тирозинкиназа TYK2 

(Non-receptor tyrosine-protein kinase), транскрипционные факторы STAT2 (Signal 

transducer and activator of transcription 2) и IRF5 (Interferon regulatory factor 5) (Рису-

нок 15 Б), активация которых способствует экспрессии IL-12p40, IL-12p35, IL-23p19 

и TNF-α, вовлеченных в процесс поляризации макрофагов в М1-провоспалительный 

фенотип (Almuttaqi, Udalova, 2019; Lawrence, Natoli, 2011). Протеинкиназа EIF2AK2 

(Рисунок 15 Б) опосредует активацию путей MAPK, IKK киназного комплекса и сиг-

нального белка IPS-1 (IFN-β promoter stimulator I), а также активирует такие ТФ, как 

IRF3, NF-κB, ATF2, которые необходимы для экспрессии генов, кодирующих про-

воспалительные цитокины и интерфероны. При этом, EIF2AK2 может напрямую 

связываться с IRS-1 и подавлять передачу инсулинового сигнала (Nakamura et al., 

2010). В совокупности в промоторных районах генов TYK2, STAT2, IRF5 и EIF2AK2 

нами был найден 21 rSNPs.  Таким образом, наши данные указывают на то, что rSNPs 

в выделенных модулях могут участвовать в развитии сахарного диабета типа 2 и 

диабетической ретинопатии, приводя к нарушению регуляции процессов иммунного 

ответа, транспорта глюкозы внутрь инсулинзависимых клеток, образования глю-

козы и гликогена, передачи инсулинового сигнала и т.д. А rSNPs в промоторах хаб 

генов могут быть ключевыми регуляторами этих процессов, изменение экспрессии 
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которых может также влиять на их гены/белки-мишени. Дополнительно мы выде-

лили 117 rSNPs, расположенных в промоторах хаб генов, которые на основании 

уровня их экспрессии позволяют с достаточно высокой точностью разделить людей 

с диабетом второго типа с диабетической ретинопатией и здоровых лиц в анализи-

руемых данных (ROC анализ; AUC>0.7). Такие rSNPs представляют большой инте-

рес для дальнейшего изучения.  

Важной задачей для нас было также выявление rSNPs, потенциально связан-

ных с индивидуальным ответом на терапию метформином — противодиабетиче-

ским препаратом из группы бигуанидов. Метформин является одним из самых без-

опасных и эффективных антигипергликемических средств, что обуславливает его 

широкое применение для лечения и профилактики сахарного диабета 2 типа. Глав-

ным антидиабетическим эффектом метформина является подавление глюконеоге-

неза в печени без сопутствующего повышения концентрации инсулина в плазме 

крови за счет снижения активности комплекса I электрон-транспортной цепи в ми-

тохондриях клеток печени, и как следствие, активации AMPK, которая играет веду-

щую роль в поддержании энергетического гомеостаза в клетках (LaMoia, Shulman, 

2021).  

Для решения поставленной задачи нами были проанализированы данные 

RNA-seq (GSE153315) клеток крови лиц с сахарным диабетом второго типа, отвеча-

ющих на метформин в течение 3-ёх месячного курса лечения (n=10), и лиц с диабе-

том второго типа, не отвечающих на метформин при проведении такого курса (n=10) 

(Vohra et al., 2022).    

Важно отметить, что до сих пор исследования генетических основ индивиду-

альной чувствительности к лекарствам в основном сосредоточены на поиске вариа-

ций в генах, кодирующих ферменты фазы I и фазы II, метаболизирующие лекар-

ственные средства, лекарственные транспортеры и некоторые вышестоящие регуля-

торы транскрипции известных фармакогенов (Gaedigk et al., 2020; Gharani et al., 

2024; Rykova et al., 2022). В то же время, наличие довольно большого массива раз-

розненных данных о SNPs в генах, не принадлежащих к системе метаболизма ле-

карств, (Hsieh et al., 2023; Li et al., 2020a; Yang et al., 2021a) ставит задачу разработки 

подходов к систематизированному поиску таких вариантов. 
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Известно, что 30% людей с диабетом второго типа не достигают целевого 

уровня гликемического контроля (HbA1c<6.5-7.5%) после терапии метформином 

(Cook et al., 2007; Rashid et al., 2019). Поэтому представляется важным выявление 

причин, определяющих индивидуальные особенности ответа на прием данного ле-

карственного препарата. Это позволит использовать персонализированный подход 

при назначении метформина с учетом как генетических особенностей индивидов, 

так и других факторов, модифицирующих ответ на данный препарат. К настоящему 

времени исследования ассоциаций обнаружили десятки SNP, связанных с индиви-

дуальной реакцией на метформин. Так как метформин не метаболизируется в орга-

низме человека (Xiao et al., 2016), эти исследования, в основном, были сосредото-

чены на генах, кодирующих транспортеры органических катионов (OCTs) и белки, 

выводящие лекарства и токсины (MATE) (Goswami et al., 2014; Nasykhova et al., 

2022; Nasykhova et al., 2020; Xiao et al., 2016; Zhou et al., 2015). Исследования GWAS 

добавили к этому ряд генов, продукты которых выполняют иные, в первую очередь, 

регуляторные функции (Rotroff et al., 2018). Однако использование GWAS в фарма-

когеномных исследованиях связано с необходимостью формирования довольно 

больших когорт пациентов с различной реакцией на конкретный препарат, что, учи-

тывая огромное количество современных лекарств и частое применение комплекс-

ной лекарственной терапии, создает существенные трудности для массового полу-

чения данных с помощью такого подхода (Agúndez et al., 2023; Oni-Orisan et al., 

2020). Комплексный анализ современных омиксных функциональных данных может 

хотя бы частично помочь в решении данной проблемы.  

Использование сформированной нами панели rSNPs для анализа данных 

RNA-seq клеток крови лиц с сахарным диабетом типа 2, отвечающих и не отвечаю-

щих на лечение метформином, позволило добавить новую информацию о фармако-

генетических факторах, влияющих на ответ на терапию метформином при диабете 

второго типа. В результате нами было найдено 367 rSNPs в промоторных районах 

131 ДЭГ. Прежде всего, стоит отметить rSNPs, расположенные в генах, которые 

участвуют в известных механизмах действия метформина (34 rSNPs). Наиболее ин-

тересными среди них являются NDUFA11 и NDUFB1 (в совокупности найдено 13 

rSNPs), кодирующие субъединицы I комплекса цепи переноса электронов в мито-

хондриях, который является широко известной мишенью метформина. Метформин 



101 
 

ингибирует I комплекс электрон-транспортной цепи в печени, что приводит к умень-

шению концентрации АТФ и увеличению АМФ в клетках и, как следствие, актива-

ции AMP-зависимой киназы (AMPK), которая ингибирует различные анаболические 

процессы, в том числе глюконеогенеза и липогенеза, и улучшает транспорт глюкозы 

внутрь клеток (Рисунок 18 А) (Emelyanova et al., 2021; Fontaine, 2018; LaMoia, 

Shulman, 2021). Еще 2 гена являются вышестоящими регуляторами AMPK. Один из 

них - AK5 (rs2689680) кодирует аденилаткиназу, которая является важным регулято-

ром энергетического гомеостаза в клетках (Рисунок 18 А). Аденилаткиназа катали-

зирует обратимую реакцию между двумя молекулами АДФ с образованием одной 

молекулы АТФ и АМФ. Связывание молекул АМФ с гамма субъединицей AMPK 

аллостерически активирует данный фермент, а также способствует фосфорилирова-

нию Thr172 гамма субъединицы вышестоящими киназами LKB1 и CAMKK2, кото-

рые являются одними из активаторов AMPK (Ahn et al., 2021). Второй ген - NMT1 

(rs62065834, rs62065833, rs6503412) кодирует миристоилтрансферазу 1, которая до-

бавляет миристоильную группу к N-концевому остатку глицина бета субъединицы 

AMPK, что способствует закреплению AMPK на поверхности лизосомальных мем-

бран, где происходит её дальнейшая активация (Рисунок 18 Б). В активированном 

состоянии AMPK способна ингибировать комплекс mTORC1, также расположенный 

на поверхности лизосомальным мембран, который активирует пути, связанные с 

синтезом белков, роста и пролиферации клеток (Herzig, Shaw, 2018; Weyand, 

Goronzy, 2020). Было показано, что нарушение меристоилирования AMPK в иммун-

ных клетках приводит к повышенной активности mTORC1 и, как следствие, повы-

шенной пролиферации этих клеток и развитию воспаления (Wen et al., 2019). Еще 

один ген - FOXP1 (rs9827299, rs927809457), кодирующий одноименный ТФ, также 

играет потенциально важную роль в механизмах действия метформина: этот белок 

подавляет регуляторную активность другого ТФ из этого же семейства - FOXO1, 

участвующего в активации транскрипции глюконеогенных генов (Zou et al., 2015). 

Примечательно, что и метформин участвует в опосредованном подавлении FOXO1 

(Guo et al., 2021).   
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Рисунок 18. Схематическое изображение известных путей реализации эффектов 

метформина и вовлеченных в них белковых продуктов ДЭГ, в промоторах которых были 

найдены rSNPs из сформированной нами панели. Основные антидиабетические эффекты мет-

формина реализуются через: А) ингибирование комплекса I электрон-транспортной цепи в ми-

тохондриях и Б) активацию AMPK на поверхности лизосомных мембран. Белковые продукты 

дифференциально экспрессирующихся генов между лицами с диабетом второго типа, отве-

чающих и не отвечающих на лечение метформином, в промоторах которых найдены rSNPs из 

нашей панели, выделены цветным овалом.    

Отдельную большую группу составляли rSNPs в промоторных районах генов, 

кодирующих транскрипционные факторы (FOXP1, POU2F2, YY-1, KLF6, NFIX, 

GMEB1, TSHZ2, ZNF121, ZNF44, ZNF440, ZNF611, ZNF714, ZNF793, ZNF813) и дру-

гие регуляторные белки (TAF3, NCOR1, SMARCA4, PCBD2). В совокупности в этих 

генах было расположено 50 rSNPs. Важно, что rSNPs в этих генах способны моду-

лировать развернутую реакцию на препарат, поскольку такие гены контролируют 

различные сети, состоящие из множества функционально связанных генов. Наибо-

лее изученным из перечисленных транскрипционных факторов является YY-1, ко-

торый экспрессируется во многих типах клеток и способен активировать или подав-

лять транскрипцию групп генов, участвующих в выживании, репликации, диффе-

ренцировке, метаболизме и воспалении клеток (Meliala et al., 2020; Verheul et al., 

2020). Мультифункциональность YY-1 проявляется также в его вовлеченности в 

осуществление энхансер-промоторных и суперэнхансер-промоторных взаимодей-

ствий (Wang et al., 2018; Xiao et al., 2019), регуляцию процессов сплайсинга (Bianchi 
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et al., 2013) и инициацию транскрипции за счет связывания с инициаторным элемен-

том корового промотора (Shi et al., 1997). Поскольку показано, что YY-1 участвует 

во множестве процессов, нарушения которых сопряжены с развитием диабета и его 

осложнений, а также в регуляции систематического воспаления (Liu et al., 2022; Lu 

et al., 2023; Martins Peçanha et al., 2022; Qian, Zhao, 2022b), можно предполагать, что 

rSNPs (rs113799953, rs760756349) обнаруженные в промоторном регуляторном рай-

оне этого гена, через изменение уровня его экспрессии и, как следствие, экспрессии 

генов-мишений YY-1, могут вносить вклад и в реализацию терапевтических эффек-

тов метформина. Предположение о важной роли YY-1 в ответе на метформин хо-

рошо согласуется и с полученными нами  результатами анализа данных ANANAS-

TRA (Boytsov et al., 2022; URL: https://ananastra.autosome.org), согласно которым 

промоторные районы многих генов, дифференциально экспрессирующихся в ответ 

на метформин,  содержат rSNPs, влияющие на связывание YY-1. Другой ТФ из вы-

деленной нами группы – NFIX (Nuclear Factor I X), который играет важную роль в 

гемопоэзе и дифференцировке макрофагов в противовоспалительный фенотип 

(Saclier et al., 2020; Walker et al., 2023), по данным транскриптомного анализа может 

быть связан как с реакцией на метформин, так и с патогенезом диабета второго типа. 

В одном исследовании, проведенном на образцах цельной крови здоровых людей, 

было показано снижение экспрессии NFIX спустя 10 часов после приема метфор-

мина по сравнению с экспрессией NFIX у этих же людей до приема метформина 

(Ustinova et al., 2019). У пациентов с диабетом типа 2 было обнаружено повышение 

экспрессии NFIX в PBMCs по сравнению с экспрессией NFIX здоровых доноров (Wei 

et al., 2024). Найденные нами в этом гене rSNPs (rs11555274, rs1354007230, 

rs1293177918, rs1235554616) являются интересными кандидатами для дальнейшего 

изучения их роли в механизмах ответа на метформин. 

Кроме того, нами было выявлено 23 rSNPs в промоторных районах генов тран-

скрипционных факторов семейства цинковых пальцев, чьи функции пока еще прак-

тически не изучены: TSHZ2, ZNF121, ZNF44, ZNF440, ZNF611, ZNF793, ZNF813. 

Наши данные предполагают участие этих rSNPs в индивидуальном ответе на мет-

формин и развитии сахарного диабета второго типа.         
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В настоящей работе на клиническом материале (PBMCs) российских индиви-

дуумов был впервые выполнен расчет аллель-специфических событий по данным 

экспериментов ChIP-seq с антителами к гистоновым модификациям H3K4me3, 

H3K27ac и RNA-seq. В результате анализа была сформирована панель из 14796 

rSNPs, расположенных в промоторных районах (±1000 п.о. от старта транскрипции) 

5132 генов. Полученная панель rSNPs раскрывает регуляторное значение большой 

группы SNPs, идентифицированных в исследованиях GWAS, а также служит неза-

висимым подтверждением регуляторной функции значительной группы eQTLs из 

каталога GTEx.   

Применение нашей панели к независимым транскриптомным данным с целью 

поиска rSNPs в промоторах генов, вовлеченных в патогенез сахарного диабета типа 

2 с осложнением в виде диабетической ретинопатии, позволило выявить большую 

группу rSNPs, потенциально связанных с развитием данного заболевания. В резуль-

тате построения сетей PPI для генов, предположительно связанных с диабетом, были 

найдены хаб гены, которые являются важными регуляторами биологических про-

цессов. Предположительно, rSNPs в промоторах хаб генов, влияя на их экспрессию, 

могут вносить значительный вклад в нарушения регуляции ключевых процессов, 

связанных с развитием диабета и его осложнений. Анализ обогащения построенной 

сети PPI для генов с повышенной экспрессией (при сравнении пациентов с сахарным 

диабетом типа 2 и здоровыми лицами) с помощью KEGG/GO/Reactome установил, 

что гены, в промоторах которых нами обнаружены rSNPs, участвуют в путях пере-

дачи инсулинового сигнала и в процессах иммунного ответа.   

Применение нашей панели к независимым транскриптомным данным для по-

иска rSNPs в промоторах ДЭГ, связанных с ответом на сахароснижающий препарат 

метформин, позволило расширить список rSNPs, которые могут участвовать в инди-

видуальном ответе на данный антигипергликемический препарат, в том числе rSNPs, 

кодирующих транскрипционные факторы (FOXP1, POU2F2, YY1 и т.д.) и другие ре-

гуляторные белки (TAF3, NCOR1, SMARCA4, PCBD2). Кроме того, нами были обна-

ружены rSNPs в промоторных районах ДЭГ, вовлеченных в уже известные меха-
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низмы действия метформина, включая гены, которые кодируют потенциальные ми-

шени данного препарата (NDUFA11, NDUFB1) или являются вышестоящими регу-

ляторами его мишеней (NMT1, AK5).   
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ВЫВОДЫ 

1) На основании поиска аллель-специфических событий в полученных экспе-

риментальных данных по профилям экспрессии генов (RNA-seq) и меток активного 

хроматина H3K4me3 и H3K27ac (ChIP-seq) в мононуклеарных клетках перифериче-

ской крови (PBMCs) 9-ти здоровых людей сформирована панель из 14796 rSNPs, 

расположенных в промоторных районах 5132 генов. 

2) Установлено, что 38.4% найденных rSNPs связано с различными фенотипи-

ческими признаками по данным каталога GWAS, что указывает на регуляторную 

роль 5590 SNPs из этого каталога. Показано, что 66.7% найденных rSNPs связаны с 

eQTLs по данным каталога GTEx, что служит независимым подтверждением регу-

ляторной функции 12120 eQTLs из данного каталога. 

3) При анализе независимых транскриптомных данных (GSE221521) выяв-

лено 3810 rSNPs, которые расположены в промоторных районах генов, связанных с 

реализацией метаболических эффектов инсулина (PI3K/Akt/mTOR), а также с про-

цессами активации лейкоцитов, дифференцировки мононуклеарных клеток, форми-

рования резистентности к инсулину, что предполагает важную роль этих rSNPs в 

механизмах развития сахарного диабета типа 2.   

4) При анализе независимых транскриптомных данных (GSE153315) выявлена 

группа из 367 rSNPs, расположенных в промоторных районах генов, потенциально 

связанных с молекулярными механизмами действия метформина. В их число вошли 

гены, кодирующие транскрипционные факторы (FOXP1, POU2F2, YY1) и другие ре-

гуляторные белки (TAF3, NCOR1, SMARCA4, PCBD2), а также гены, вовлеченные в 

известные механизмы действия препарата (NDUFA11, NDUFB1, NMT1, AK5).  
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