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Human genes HBB, HBD and F9 belong to the hematopoie-
sis system. the deficiency or excess of these genes’ products 
is the cause of hereditary thalassemias of various severity 
and haemophilia B leyden. Previously, it was shown that a 
number of annotated single-nucleotide polymorphisms of 
tata boxes of these genes associated with the occurrence 
of ß- and δ-thalassemia affect the interaction with the tata-
binding protein, the interaction changing proportionally 
with the change in the number of gene products. in the 
present work, we investigate the effect of rare not annotat-
ed single-nucleotide polymorphisms (SnPs) of tata boxes 
of these genes with an unknown manifestation on the 
tata-binding protein interaction. to study the kinetic cha-  
r acteristics of tBP/tata complex formation in vitro, double-
stranded oligodeoxynucleotides identical to the tata-con-
taining portions of the promoters of the HBB, HBD and 
F9 genes (“normal” and minor alleles) and recombinant 
human tBP were used. it was shown that the tata-box SnP 
of –25a > c (rs281864525) and the deletion of the –25aa 
(rs63750953) tata-box of the β-globin gene have the same 
effect on the tBP/tata affinity, which decreases 3-folds in 
both cases. However, the effect of these substitutions on 
the rate of the tBP/tata complex formation is significantly 
different: SnP –25a > c decreases the rate 5-fold, and the 
deletion decreases the rate more than 7-fold. the influence 
of substitutions on the strength of the tBP/tata complexes 
has a different effect. if in the case of SnP –25a > c the 
strength of the complexes increases 1.8-fold, then in the 
case of the –25aa deletion, the strength of the complexes 
increases 2.4-fold, even though the affinity of the tata-
binding protein to the tata box decreases. a comparison 
of experimental values of affinity (KD) of the tBP/tata 

гены человека HBB, HBD и F9 относятся к системе кроветво-
рения. недостаток или избыток продуктов этих генов явля-
ется причиной наследственных талассемий разной тяжести 
и гемо филии в лейдена. ранее нами было показано, что ряд 
аннотированных однонуклеотидных полиморфизмов (SnPs) 
ТаТа-боксов этих генов, ассоциированных с возникновением 
ß-, δ-талассемий и гемофилии в лейдена влияет на взаимодей-
ствие с ТаТа-связывающим белком (tBP), изменение взаимо-
действия пропорционально изменению количества продуктов 
этих генов. в настоящей работе исследуется влияние редких 
неаннотированных SnPs ТаТа-боксов этих генов на взаимодей-
ствие ТаТа-связывающего белка. для изучения кинетических 
характеристик образования комплексов Твр/ТаТа in vitro ис-
пользуются двуцепочечные олигодезоксинуклеотиды, иден-
тичные ТаТа-содержащим участкам промоторов генов HBB, 
HBD и F9 (нормальным и минорным аллелям), и рекомбинант-
ный Твр человека. Показано, что замена –25a > c (rs281864525)  
и делеция –25аа (rs63750953) ТаТа-бокса гена ß-глобина одина-
ково влияют на аффинность Твр/ТаТа, которая падает в обоих 
случаях в три раза, но значительно различается влияние этих 
SnPs на скорость образования комплексов Твр/ТаТа: –25a > c 
приводит к снижению скорости в пять раз, а делеция (–25aa) – 
к снижению скорости более чем в семь раз. различное влия-
ние замен оказывается и на прочность комплексов Твр/ТаТа. 
если в случае –25a > c прочность комплексов увеличивается 
в 1.8 ра за, то при делеции –25аа прочность комплексов воз-
растает в 2.4 раза, несмотря на уменьшение сродства ТаТа-свя-
зывающего белка к ТаТа-боксу. сравнение изменения экспе-
риментальных значений сродства (KD) Твр/ТаТа нормальных и 
минорных аллелей c прогнозируемыми показало, что данные 
хорошо коррелируют друг с другом: коэффициент линейной 
корреляции r = 0.94 (α < 0.0001). Комплексный подход к изуче-
нию редких полиморфизмов может привести к определению 
наиболее чувствительных маркеров орфанных заболеваний, 
что внесет вклад в разработку надежных и быстрых методов их 
диагностирования и лечения.
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complexes of “normal” and minor alleles with the predicted 
has shown that data correlate well with each other. the 
coefficient of linear correlation r = 0.94 (α < 0.0001). a com-
prehensive approach to the study of rare polymorphisms 
may lead to the identification of the most sensitive markers 
of orphan diseases, which will contribute to the develop-
ment of reliable and rapid methods for their diagnosis and 
treatment.

Key words: single nucleotide polymorphism; hematopoies 
genes; rare polymorphisms; orphan diseases; promoter; 
tata-box.

Новая база данных однонуклеотидных вариантов 
всего генома человека (dbWGFP) содержит более 
8 млрд замен, cреди которых только 15 % расположе-

ны в кодирующих районах, большинство же представляют 
SNPs регуляторных районов (Wu et al., 2016). Около 29 % 
всех выявленных SNPs встречаются с частотой менее 1 % 
и относятся к редким (MacArthur et al., 2014). В группу 
ред ких (орфанных) заболеваний включают талассемии, 
мукополисахаридозы (нарушение обмена гликозамино­
гликанов), гемофилию В Лейдена, амиотрофический ла ­ 
те ральный склероз, врожденные мышечные дистрофии, 
врожденный гиперинсулинизм, дефицит факторов свер-
тывания крови и др. Достоверная информация о встре-
чающихся с низкой частотой SNPs, делающих вклад в 
патогенез орфанных заболеваний, необходима для того, 
чтобы своевременно начать лечение, предотвратить раз-
витие тяжелых осложнений и реакцию на используемые 
лекарства и отделить SNPs, делающие вклад в патогенез, 
от ложноположительных. Например, в работе (Bell et al., 
2011) приводится результат анализа 406 опубликованных  
SNPs, ассоциированных с тяжелыми заболеваниями, 
которые обнаружили в 104 секвенированных геномах 
человека. Оказалось, что либо 27 % обнаруженных SNPs 
(у 122 человек) относятся к общим полиморфизмам, либо 
вообще не хватает доказательств их патогенности. 

Парадокс орфанных заболеваний заключается в том, 
что несмотря на то, что каждое из них встречается ред-
ко, в совокупности все «редкие» больные составляют 
огромную группу. Например, в Европе болезни считаются 
редкими, если они затрагивают менее пяти человек из 
10 000; в Бразилии это определение аналогично определе-
нию Все мирной организации здравоохранения, поскольку 
оно за трагивает менее 65 из 100 000 человек, а на Тай-
ване редкое заболевание определяется как заболевание, 
встречающееся менее чем у 1 из 10 000 лиц (Dharssi et al., 
2017). Особенно важно то, что 75 % редких заболеваний 
наблюдается у детей, и 30 % из них умирают в течение 
первых пяти лет жизни (MacArthur et al., 2014). Редкие 
варианты часто характеризуют этнические группы, входят 
в состав разных гаплотипов.

Несмотря на впечатляющие результаты GWAS, пока 
описаны функции небольшого количества SNPs (Cavalli 
et al., 2016), причастных к регуляции генов. Общая харак­
теристика заключается в том, что функционально зна­
чимые SNPs локализованы в сайтах связывания транс­ 
крипционных факторов и аллели отличаются по их спо­
собности связывать транскрипционные факторы и ре-
гулировать гены (Keinan, Clark, 2012). Редкие варианты 
не обнаруживаются в основном при полногеномных ис-
следованиях (GWAS), так как они отфильтровываются на 
промежуточных этапах контроля для снижения количества 
ложноположительных SNPs. 

Развитие современных методов и подходов секвени-
рования геномов приближает время, когда результаты 
GWAS будут основаны на полном секвенировании инди-
видуальных геномов и позволят оценивать вклад редких 
регуляторных вариантов в общее заболевание. Но для 
доказательства их функционального влияния могут по-
требоваться сложные функциональные тесты и компью-
терное моделирование (Kheradpour et al., 2013). Точность 
прогнозов, сделанных на основании компьютерного моде-
лирования, очень мала (Dooms, 2017). Актуальность теста 
во многом зависит от базовой биологической структуры 
при оценке связи между группой редких генетических 
вариантов и болезнью. Каждый статистический тест для 
редких вариантов основан на относительно сложных 
предположениях, включающих математическое преоб-
разование механизмов болезни. А в настоящее время еще 
мало известно об основных биологических механизмах, 
которые могут сильно различаться между заболеваниями 
(Persyn et al., 2017). 

Таким образом, исследование редко встречающихся 
вариаций последовательностей регуляторной ДНК кон-
кретных генов является актуальной задачей, поскольку 
понимание влияния генетической вариации на регуляцию 
экспрессии генов остается главной проблемой в расшиф-
ровке транскрипционного регуляторного кода.

Ранее мы изучали влияние аннотированных SNPs (связь 
которых с определенными заболеваниями показана моле-
кулярно­биологически и клинически) ТАТА­боксов генов 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cavalli M%5Bauth%5D
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влияниe полиморфизмов ТаТa-боксов генов человека  
на кинетику взаимодействия с ТаТа-связывающим белком

HBB, HBD, F9, MBL2, F3 и других, на кинетические и тер-
модинамические характеристики образования комплексов 
ТВР/ТАТА in vitro. Из литературных данных известно, что 
эти SNPs вызывают моногенные заболевания человека, 
такие как талассемии различной тяжести, гемофилию В 
Лейдена, иммунодефицит, амиотрофический латераль-
ный склероз и др. (Savinkova et al., 2013; Drachkova et al., 
2014). С помощью уравнения трехшагового связывания 
(Пономаренко и др., 2008) для предсказания аффин-
ности взаимодействия ТВР с ТАТА­боксом, построен-
ного на основании наших экспериментальных данных, 
нами проанализированы in silico последовательности 
ТАТА­ бок сов здоровых индивидуумов и SNP­содержащие 
ТАТА­боксы, ассоциированные с повышенным риском 
возникновения наследственных заболеваний человека. 
Сделанные прогнозы изменения аффинности ТВР/ТАТА 
мы экспериментально верифицировали с использованием 
метода задержки ДНК в геле в максимально стандарти­
зированных условиях и получили довольно высокий ко­
эффициент линейной корреляции для соотношения про­
гноз/эксперимент: r = 0.822 при α < 10–7 (Savinkova et al., 
2013). Мы провели экспериментальное исследование 
кинетических параметров взаимодействия ТВР с ТАТА­
боксами и впервые показали, что при взаимодействии 
ТВР с SNP­содержащими ТАТА­боксами скорости обра-
зования комплексов ТВР/ТАТА уменьшаются в 8–36 раз 
по сравнению со здоровыми индивидуумами (Drachkova 
et al., 2014), скорости диссоциации комплексов ТВР/ТАТА 
уменьшаются в меньшей степени: в 2–6 раз. Полученные 
нами результаты обнаружили также хорошее совпадение 
между влиянием SNPs на взаимодействие ТВР/ТАТА в 
условиях in vitro с литературными данными по изменению 
экспрессии соответствующих генов у пациентов in vivo 
и по тяжести заболеваний, ассоциированных с данными 
SNPs (Драчкова и др., 2010).

Задача исследования, частью которого является насто­
ящая работа, заключается в изучении влияния редких 
не аннотированных SNPs ТАТА­боксов генов человека, 
участ вующих в кроветворении, на скорости образования 
и распада комплексов ТВР/ТАТА in vitro и определении 
влияния на экспрессию репортерного гена ex vivo c це-
лью выявления среди них потенциально функциональ­
но значимых SNPs. Нами формируется библиотека для 
определения неаннотированных редких SNPs, которые 
будут проанализированы с использованием обновления 
SNP_TATA_Z­tester на основе разработанного нами Web­
сервиса SNP_TATA_Comparator (Ponomarenko et al., 2015), 
отобраны потенциально функционально значимые SNPs 
для экспериментальной верификации in vitro и ex vivo. 
В настоящей работе представлены результаты экспери-
ментального определения in vitro влияния неаннотиро-
ванных редких SNPs ТАТА­боксов, отобранных in silico, 
на кинетические характеристики образования комплексов 
ТВР/ ТАТА. Следующим этапом будет определение дей-
ствия этих верифицированных редких SNPs ТАТА­бок­
сов на экспрессию в культуре клеток репортерного гена 
Luc. На основании всех полученных результатов будут 
сделаны выводы об их возможном потенциале функцио-
нальной значимости и предположение о фенотипическом 
проявлении.

Материалы и методы
Получение рекомбинантного ТВР. В работе исполь-
зовали рекомбинантный ТВР человека (TBP), экспрес-
сированный в клетках E. coli BL21(DE3) с плазмиды 
pAR3038­hTBP (любезно предоставленной проф. B. Puhg, 
The Pen nsylvania State University, University Park, Pennsil-
vania, США), выделение которого описано ранее (Драч-
кова и др., 2010). 

Получение меченных 32Р олигодезоксинуклеотидов. 
Использовали олигодезоксирибонуклеотиды (ОDN, дли-
ной 26 п. о., синтезированные и дополнительно очищен-
ные электрофорезом в ПААГ (Biosset, г. Новосибирск). 
Для получения меченых двуцепочечных ODN обе цепи 
метили 32P­ATP с помощью Т4­полинуклеотидкиназы 
(SibEnzime, Novosibirsk), отжигали при 95 °C (в эквимо-
лярном соотношении) и медленно (не менее 3 ч) охлаж-
дали до комнатной температуры. Получение меченых и 
немеченых двуцепочечных ОDN подробно описано в ра-
боте (Драчкова и др., 2010). В данной работе использовали 
ОDN, идентичные WT и SNP­содержащим ТАТА­боксам 
промоторов генов человека, последовательности которых 
приведены ниже.

Ген HBB: 
WT – 5ʹ­cagggctgggCATAAAAgtcagggca­3ʹ; 
SNP – –25A/C – 5ʹ­cagggctgggCATAAACgtcagggca­3ʹ;
Del –25 AA – 5ʹ­cagggctgggCATAAgtcagggcaga­3ʹ.
Ген HBD:
WT – 5ʹ­acaggaccagCATAAAAggcagggca­3ʹ;
SNP – –30T/C – 5ʹ­acaggaccagCACAAAAggcagggca­3ʹ.
Ген F9:
WT – 5ʹ­tttggTACAACTaatcgaccttacca­3ʹ;
SNP – –41C/A – 5ʹ­tttggTACAAATaatcgaccttacca­3ʹ.

Для выбора редких SNPs используется обновление 
SNP_TATA_Z­tester (рис. 1) на основе ранее разработан-
ного нами Web­сервиса SNP_TATA_Comparator (Ponoma-
renko et al., 2015). Обновление касается только интерфейса 
ввода данных и не затрагивает предсказания величин 
сродства ТВР/ТАТА.

Экспериментальное определение кинетических ха­
рактеристик образования комплексов ТВР с олиго ­ 
дезоксинуклеотидами. Эксперименты по изучению ки­
нетических характеристик связывания ТВР с ОDN вы ­
полняли при постоянной концентрации ТВР и изменении 
концентрации ОDN во времени до установления равно-
весия при 25 °C (рис. 2 и 3) в буфере связывания следую-
щего состава: 20 мМ Hepes­KOH (pH = 7.6), 5 мМ MgCl2, 
50 мМ KCl, 1 мМ DTT, 100 мкг/мкл BSA, 0.01 % NP­40, 
5 % глицерин. Для отделения комплексов ТВР/ОDN от 
несвязавшегося ОDN использовали метод задержки ДНК 
в геле (EMSA). Электрофорез проводили в 5 % ПААГ на 
Трис­глициновом буфере (рН 8.3) при температуре 10 °С и 
напряженности поля 25 В/см в течение 40 мин (Drachkova 
et al., 2014). Все эксперименты выполняли в максимально 
стандартизованных условиях.

Статистический анализ данных. Сравнение прогно-
зируемых и экспериментальных значений аффинности 
комплексов ТВР/ТАТА нормальных и минорных аллелей 
проводили с использованием пакета программ Statistica 
(StatsoftTM, СШA).
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Fig.  1. Prediction of the candidate SnP marker rs34166473 ( , dashed arrow) in the [–70; –20] ( ) region relative to the 
transcription start (designated as ) of the human HBD gene for the hemoglobin δ chain with the SnP_tata_Z-tester service 
pack of our earlier Web service SnP_tata_comparator (Ponomarenko et al., 2015). 
(a) Visualization of the promoter analyzed with the UcSc genome Browser Web service (Haeussler et al., 2015). , the known clinical SnP 
marker rs35518301 for δ thalassemia and malaria resistance associated with deficiency of the hemoglobin δ chain (Frischknecht, Dutly, 
2005). the marker is located next to rs34166473. (b) Description of rs34166473 in dbSnP (Sherry et al., 2001). (c) SnP_tata_Z-tester. SnP: 

, unannotated SnPs estimated to be insignificant for the tBP affinity to the human HBD promoter (data not shown). line DeciSion of the 
result window: the rs34166473 marker at issue can also cause δ chain deficiency; therefore, it may be a candidate SnP marker similarly 
to the known rs35518301.

Fig. 2. electrophoretic images obtained in the construction of kinetic curves of tBP binding to the oDn identical to the tata box of the F9 promoter 
(minor allele). tBP–oDn complexes were separated from unbound oDn by the gel retardation method (eMSa). 
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Результаты и обсуждение
В таблице представлены результаты экспериментов по 
оп ределению констант ассоциации и диссоциации, харак­  
теризующих скорости образования и распада комплек-
сов ТВР с ТАТА­боксами промоторов генов HBB, HBD 
и F9, содержащими редкие неаннотированные SNPs 
(rs281864525, rs63750953, rs341664473 и rs750827465). 
Для сравнения в таблицу включены также ранее опреде-
ленные (Drachkova et al., 2014) значения кинетических 
характеристик влияния SNPs (rs33931746, rs33931746) на 
взаимодействие ТВР/ТАТА, для которых показана связь с 
заболеваниями ß­ и δ­талассемиями.

Ген НВВ. Как известно, гемоглобин взрослого челове ка 
состоит из двух α­ и двух β­цепей (α2β2). Порядок рас-
положения генов совпадает с порядком их экспрессии в 

процессе онтогенеза: сначала в кластере β­глобинов рас-
положен ген эмбриональной ε­цепи, за ним – два гена 
фетальных γ­цепей, и затем гены δ­ и β­цепей взрослого 
организма (Schechter, 2008). Регуляция транскрипции 
этого семейства генов, ведущая к их экспрессии, зави си­
мой от стадии в онтогенезе, осуществляется через про­
ксимальные и дистальные регуляторные элементы ДНК 
(Levings et al., 2001). Один из наиболее важных дисталь-
ных регуляторных элементов – локус контрольной области 
(LCR) (Bank et al., 2005), расположенный на расстоянии 
от 6 до 22 т. п. н. левее ε­глобинового гена. У взрослого 
организма уровень экспрессии HBB гораздо выше, чем 
HBD. На долю α2β2 приходится 97 % общего гемоглобина 
человека, а на α2δ2, которые содержат δ­цепи, кодируемые 
геном HBD, – менее 3 % (Schechter, 2008). По аминокис-

Fig. 3. Kinetic isotherms of tBP binding to oDns identical to the tata boxes of HBB, HBD, and F9 promoters. the binding isotherms and ka and kd values 
were derived from electrophoretic images (Fig. 2) with graphPad Prism 5 software.
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Kinetic (ka, and kd) and thermodynamic KD) parameters of the tBP–tata interaction determined by the gel retardation assay  

gene SnP Prediction experiment

–ln(KD) Δ,  
ln-ед.

 –ln(KD) KD,  
nM

Δ,   
ln-un

ka,  
(M–1c–1) × 103

kd,  
(c–1) × 10–4

t1/2,  
min

–∆g,  
кcal/mol

HBB Wt 19.20    0.0 16.81    50 ± 0.7    0.0 14 ± 1 7.1 ± 0.7 16 ± 2 10 ± 1

–28a > g (rs33931746) 18.34 –0.9 14.40 560 ± 80 –2.4 1.2 ± 0.1 6.6 ± 0.9 18 ± 2 8.5 ± 0.9

–28a > c (rs33931746) 18.63 –0.6 14.51 500 ± 100 –2.3 0.4 ± 0.1 2.0 ± 0.3 58 ± 9 8.6 ± 1.4

–25a > c (rs281864525) 18.73 –0.5 15.71 150 ± 20 –1.1 2.7 ± 0.3 4.1 ± 0.5 28 ± 2 8.5 ± 0.8

Del –25aa (rs63750953) 18.61 –0.6 15.71 150 ± 40 –1.1 1.9 ± 0.4 3.0 ± 0.5 38 ± 3 8.5 ± 0.8

HBD Wt 19.29    0.0 17.14    36 ± 4    0.0 23 ± 3 8.0 ± 2 14 ± 4 10 ± 1

–31a > g (rs35518301) 18.65 –0.6 16.12 100 ± 20 –1.0 2.0 ± 0.1 2.0 ± 0.4 60 ± 10 9.5 ± 0.9

–30t > c (rs34166473) 18.27 –1.0 15.02 300 ± 60 –2.12 1.8 ± 0.2 5.5 ± 0.5 21 ± 2 8.1 ± 0.8

F9 Wt 18.86    0.0 15.05 580 ± 20    0.0 2.4 ± 0.2 1.4 ± 0.1 8.3 ± 1 8.5 ± 0.6

–34c > a (rs750827465) 19.32    0.5 16.22    90 ± 20    1.2 2.7 ± 0.3 2.4 ± 0.4 48 ± 4 8.8 ± 0.9

the frequency of the minor rs281864525 allele is 0.007%. the frequencies of other alleles ≤ 0.1 % by definition. k ±, standard deviation; KD = kd/ka; Δ, difference 
between tBP affinities to the oDns containing and not containing the SnP expressed in log units; Δ = –ln[KD,tataMut] – (–ln [KD,tata]).

лотной последовательности δ­цепи высоко гомологичны 
β­цепям (93 %): отличаются только 10 из 147 аминокислот 
(Steinberg, Adams, 1991).

Мутации в кодирующей и регуляторной областях гена 
β­глобина приводят к наследственным нарушениям синте-
за гемоглобина – β­талассемиям различной тяжести и сер-
повидно­клеточной анемии (Galanello, Origa, 2010). Ранее 
роль гемоглобина δ считали несущественной, но авторы 
работы (Moleirinho et al., 2013) в результате комплексного 
анализа, основанного на эмпирических и гаплотипных 
ис следованиях, пришли к выводу о его важной роли в 
ре гуляции кластера этих генов. 

На примере SNP –25A > C и делеции –25АА ТАТА­ бок­
са промотора гена β­гемоглобина (НВВ) хорошо видны 
различия в механизмах реализации изменений в по-
следовательности ДНК. Аффинность ТВР/ТАТА изме-
няется в одинаковой мере в обоих случаях: для аллеля 
«дикого типа» KD = 50 нM, для обоих минорных аллелей 
KD = 150 нM, но прочность комплексов отличается для 
SNP –25A > C в 1.7 раза, а для делеции –25АА – в 2.3 раза 
(время полураспада: t1/2 = 28 мин и t1/2 = 38 мин соот-
ветственно). Скорость образования комплексов для SNP 
–25A > C уменьшается более чем в пять раз по сравнению 
с анцестральным аллелем: ka = (1.4 ± 0.1)104 M–1c–1 для WT, 
а для минорного (С) – ka = (2.7 ± 0.3)103 M–1c–1. Для SNP 
–28A > C и –28A > G ранее было показано уменьшение 
скорости образования комплексов ТВР/ТАТА в 34 и 
12 раз соответственно и снижение сродства практически 
до неспецифического уровня (500 и 560 нM) (Drachkova 
et al., 2014), что вызывало у носителей тяжелые формы 
β­талассемии.

Ген HBD. Для минорного аллеля С (–30T > C) гена 
гемоглобина (HBD) аффинность уменьшается более чем 
в восемь раз (KD = 36 нM для анцестрального аллеля и 
KD = 300 нM для минорного аллеля). Скорость распада 
комплексов, kd, снижается в 1.5 раза для минорного ал-
леля по сравнению с «диким типом» и, соответственно, 

увеличивается в 1.5 раза время полураспада комплексов 
ТВР/ТАТА (14 мин и 21 мин соответственно), т. е. увели-
чивается прочность комплексов, несмотря на то, что их 
аффинность уменьшилась почти до неспецифического 
уровня. Возможно, это является одним из факторов, 
компенсирующих in vivo низкую аффинность ТВР/ТАТА.

Ген F9. Известно, что у пациентов с тяжелым течени-
ем гемофилии В Лейдена в детстве наблюдается низкий 
уровень фактора свертывания крови (F9) (Picketts et al., 
1994), который после полового созревания увеличивается 
и приходит в норму. Установлено, что тяжелое течение 
заболевания вызывается группой однонуклеотидных за­
мен, расположенных вокруг старта транскрипции гена 
(Ku rachi, Davie, 1982). Как видно из таблицы, для ми­
нор ного аллеля А (–34C > A) гена фактора коагуляции 
(F9) скорость образования комплексов увеличилась бо­
лее чем в два раза по сравнению с аллелем «дикого типа» 
(ka = (2.7 ± 0.3)103 M–1c–1 и ka = (1.3 ± 0.2)103 M–1c–1 соот-
ветственно), уменьшились скорость распада комплексов в 
1.6 раза и время их жизни. Все эти изменения согласуются 
с увеличением аффинности ТВР/ТАТА для минорного 
аллеля (KD = 90 нM) в 3.2 раза в результате SNP –34C > A, 
улучшающего последовательность ТАТА­бокса по 
сравнению с анцестральным (KD = 290 нM). Об этом же 
свидетельствует небольшое увеличение свободной энер-
гии Гиббса (см. таблицу), освободившейся в результате 
улучшения последовательности ТАТА­бокса. В результате 
этой замены можно ожидать увеличения количества фак-
тора коагуляции, о чем более определенно можно будет 
говорить после экспериментов ex vivo.

Сравнение экспериментальных значений сродства 
(KD) комплексов ТВР/ТАТА «нормальных» и минорных 
аллелей c прогнозируемыми с помощью обновления 
SNP_TATA_Z­tester на основе ранее разработанного Web­
сервиса SNP_TATA_Comparator (Ponomarenko et al., 2015), 
показало, что данные хорошо коррелируют друг с другом. 
Коэффициент линейной корреляции r = 0.94 (α < 0.0001).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moleirinho A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23431002
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На рис. 4 представлены результаты сравнения прогнози-
руемых и экспериментально измеренных in vitro значений 
аффинности ТВР/ТАТА.

Таким образом, мы определили кинетические харак-
теристики взаимодействия ТВР с ТАТА­боксами, содер­
жащими редкие неаннотированные SNPs, которые мо гут 
быть потенциально функционально значимыми и ас со­ 
циированы с повышенным риском возникновения за-
болеваний крови. Это предположение основывается на 
том, что ранее нами было экспериментально показано 
снижение сродства ТВР к ОDN, несущим полиморфиз-
мы в ТАТА­боксе, ассоциированные с аутоиммунными, 
сердечно­сосудистыми заболеваниями, амиотрофиче-
ским латеральным склерозом и другими заболеваниями. 
Снижение количества мРНК и белка in vivo у носителей 
этих заболеваний экспериментально показано другими 
авторами (Драчкова и др., 2010). В случае редких не-
аннотированных полиморфизмов будут осуществлены 
дополнительные исследования, чтобы подтвердить или 
опровергнуть выдвинутое предположение. 

Заключение
Результаты работы показывают влияние редких однону-
клеотидных полиморфизмов ТАТА­боксов промоторов 
генов гемоглобинов β и δ и фактора свертывания крови 
F9 (rs281864525, rs63750953, rs34166473 и rs750827465) 
на сродство и скорость образования и распада комплек-
сов ТВР/ТАТА. Полученные численные характеристики 
влияния каждого SNP на образование и диссоциацию 
комплексов ТАТА­бокса с ТАТА­связывающим белком 
свидетельствуют о потенциальной возможности редких 
SNPs влиять на различные фенотипические проявления. 

Комплексный подход к изучению редких полиморфизмов 
может привести к определению наиболее чувствительных 
маркеров орфанных заболеваний, что внесет вклад в раз-
работку надежных и быстрых методов их диагностирова-
ния и лечения. Это будет также способствовать лучшему 
пониманию молекулярных механизмов самой начальной 
стадии процесса реализации генетической информации – 
взаимодействию ТВР с ТАТА­боксом и влиянию на него 
изменений структуры промоторной ДНК.
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