
ВВЕДЕНИЕ 

Завершение проекта “Геном человека”
окончательно расставило все точки над i применительно
к центральной догме молекулярной биологии,
продемонстрировав масштабы нарушения принципа
“один ген — один белок”. Вот уже более четверти века
общепринято, что альтернативный сплайсинг (АС) 
в высших эукариотах увеличивает разнообразие
вариантов сочетания последовательностей экзонов и
тем самым расширяет спектр белковых продуктов
(рис. 1), кодируемых относительно небольшим
набором генов [1]. Более 95% мультиэкзонных 
генов человека продуцируют более одного
(конститутивного) сплайс-варианта [2]. С развитием
высокопроизводительных методов анализа
нуклеотидных и аминокислотных последовательностей
у широкого круга исследователей появилась
возможность анализировать молекулярные профили
интересующих их объектов не только на уровне
мастерного белка (т.е. обобщённого образа 
белковых продуктов гена [3]), но и на уровне
конкретных протеоформ.

1. СВЯЗЬ АЛЬТЕРНАТИВНОГО СПЛАЙСИНГА 
С ЗАБОЛЕВАНИЯМИ

“Тонкая настройка” всей биологической 
системы за счёт АС способна менять её молекулярный
состав. Например, титин, имеющий наиболее
длинную аминокислотную последовательность
(достигает 38138 аминокислотных остатков), 
меняет свою превалирующую сплайс-форму по ходу
взросления человека [4]. Такие модификации

изменяют длину белка и относительную жёсткость, 
а потому влияют на напряжение желудочка в покое 
и ассоциируются с приобретёнными формами
сердечной недостаточности. Транскрипционные и
посттрансляционные изменения, которые увеличивают
длину и растяжимость титина, делая саркомер длиннее
и мягче, связаны с систолической дисфункцией и
расширением левого желудочка. Модификации
титина, которые укорачивают и сам белок, и саркомер,
связаны с диастолической дисфункцией [5].

В последние годы в исследованиях молекулярной
гетерогенности наметился тренд на поиск
взаимосвязи паттернов сплайсинга с возникновением
и развитием заболеваний. В общем случае, 
такие исследования носят панорамный характер и
нацелены на формирование наиболее полных
транскриптомных и транслятомных профилей
исследуемых объектов [6–9]. Доподлинно известно,
что нарушения механизмов сплайсинга, в зависимости
от их масштабности, могут запускать продуцирование
неработоспособных белков [10].Такие белки, имеющие
изменённую функцию, искажают отлаженные
процессы дифференцировки, роста, межклеточной
коммуникации и апоптоза, иначе говоря, нарушают
нормальное функционирование всего организма и
способны привести к его гибели [11]. Особенно ярко
связь аберраций сплайсинга показана на примере
“визитных карточек” рака: каждой отличительной
черты, характерной для онкозаболеваний,
соответствует случай нарушенного сплайсинга 
(рис. 2). В 2022 году ставшие классическими десять
типичных признаков рака (пролиферативный
сигналинг, репликационное бессмертие, индукция
ангиогенеза, уклонение от супрессоров роста и т.д.)
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дополнились ещё четырьмя: эпигенетическим
перепрограммированием [12], полиморфным
микробиомом [13], старением клеток [14, 15], а также
разблокировкой пластичности фенотипа [16].

Сложно подобрать пример онкологического
заболевания, для которого не было бы выявлено
случаев нарушения нормальных паттернов сплайсинга.
Накоплены знания об аберрациях сплайсинга 
как в солидных опухолях (в мозге [17], печени [18],
коже [19], почках [20], лёгких [21], молочной 
железе [22], шейке матки [23], яичниках [24], 
простате [25]), так и при онкогематологии.
Большинство случаев патологическогоАС объясняется
генетическими мутациями в сайтах конститутивного
сплайсинга или нарушениями уровня экспрессии
регуляторных факторов сплайсосомы [26].

Массив подобных работ позволил обнаружить
эффект свитчинга (англ. switching), описывающего смену
или “переключение” превалирующего по экспрессии
сплайс-варианта гена при переходе от нормальной
ткани к патологически изменённой [27, 28]. Данное

явление определяется на основе изменений пропорций
сплайс-вариантов и/или их дифференциальной
экспрессии всех экспрессируемых транскриптов.
Накоплено достаточно фактов, подтверждающих, 
что изменение характера представленности 
сплайс-вариантов одного гена влияет на развитие и
функционирование живой клетки в норме и 
при патологии [29–31]. В общем случае такие выводы
делаются на основе анализа обогащения наборов
генов или метаболитов, а не детального исследования
причинно-следственных связей. Кроме того, зачастую
при анализе свитчинга и в целом при интерпретации
результатов транскриптомного профилирования
рассматривают все возможные варианты
транскриптов, часть из которых не транслируется 
в аминокислотную последовательность [32]. 
Как мы показали ранее,фокусирование исключительно
на белок-продуцирующих транскриптах ожидаемо
сокращает массив случаев переключения
превалирующей сплайс-формы, но не сводит его 
к десяткам случаев [28], косвенно подтверждая гипотезу
о разных функциональных свойствах протеоформ.

Рисунок 1. Этапы передачи генетической информации, формирующие итоговый фенотип объекта. В результате
альтернативного сплайсинга (АС) один ген может продуцировать несколько сплайс-вариантов, представляющих
собой различную комбинацию экзонов (реже — с включениями интронов) и транскрибирующихся с разных 
3′- и 5′-сайтов сплайсинга.
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Страховкой от соблазнительной “post hoc, ergo
propter hoc” ошибки при поиске биологического
смысла в данных секвенирования, касающихся
переключения альтернативного сплайсинга, является
переход от количества данных к их качественному
(функциональному) осмыслению. Чтобы в полной
мере использовать знания о паттернах сплайсинга 
как источник диагностических, прогностических,
предиктивных и терапевтических инструментов, 
надо не только заметить численные закономерности,
но ещё и определить функции кодируемых одним
геном сплайс-вариантов.

2. ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ГЕТЕРОГЕННОСТЬ
СПЛАЙС-ВАРИАНТОВ

По-разному сплайсированные белковые продукты
демонстрируют разную ферментативную активность,

локализуются в разных компартментах клетки [33] 
и зачастую ведут себя как отдельные белки, 
а не как взаимозаменяемые варианты друг друга. 
Они могут проявлять доминантно-негативные эффекты
по отношению к другим формам, кодируемым 
тем же геном, экспрессироваться в большей или
меньшей степени, чем конститутивный вариант, 
или даже обладать противоположными функциями. 

Самый яркий, но далеко не единственный пример
гена с функционально разными сплайс-вариантами —
это BCL2L1 из семейства регуляторов апоптоза.
Сплайс-варианты этого гена различаются из-за наличия
альтернативных 5′ сайтов сплайсинга во втором экзоне,
причём короткая форма (BCL-XS) запускает 
процессы клеточной смерти, а длинная (BCL-XL),
напротив, обладает антиапоптотической функцией и
зачастую активируется при раке [34]. Выявленная
закономерность перспективна с практической точки

Рисунок 2. Место альтернативного сплайсинга в реализации текущей версии “визитных карточек” рака —
концепции, призванной снизить сложность онкофенотипов до условного набора принципов, общих для возникновения
и развития различных видов раковых заболеваний. Иллюстрация построена с учётом эволюции концепции 
на протяжении последних 20 лет [26–28] и приводит знаковые примеры генов, сплайсинг которых достоверно
ассоциирован с возникновением и развитием онкологических заболеваний.
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зрения: антисенс-терапия, направленная на изменение
соотношения между двумя протеоформами BCL,
позволяет повысить чувствительность клеток 
к индуцированному химиотерапевтическими
препаратами апоптозy [35]. Аналогичная ситуация
обстоит c представителем суперсемейства рецепторов
факторов некроза опухолей TNFR2, который 
также кодирует два варианта сплайсинга 
с антагонистическими функциями. Канонические
вариант рецептора TNFR2 опосредует апоптоз,
индуцированный TNF-α, а более короткий 
вариант DS-TNFR2, лишённый аминокислотной
последовательности, кодируемой седьмым и восьмым
экзонами, напротив, апоптоз блокирует [35]. 
Ещё один пример — сверхэкспрессирующийся 
в раковых клетках ген IG20, который кодирует 
как минимум шесть сплайс-форм (IG20, IG20-PA или
IG20pa, DENN или MADD, DENN-SV, KIAA0358 и
IG20-SV4), отличающихся по своим апоптическим
свойствам [36, 37].

Приведённые примеры функционального
различия отдельных сплайс-вариантов выглядят
впечатляюще, но подобная глубина проработки и
выяснения роли сплайсинга в формировании
здорового или искажённого фенотипа скорее
исключительна и достигнута лишь для нескольких
десятков белок-кодирующих генов, причём зачастую
на уровне транскриптов и транслятов. Потребовалось
несколько лет и несколько итеративных подходов 
к исследованию источников гетерогенности 
омикс-слоев, чтобы добиться единомыслия в вопросах
альтернативного сплайсинга. Здесь показателен путь
лаборатории структурной и вычислительной биологии
Испанского национального центра изучения рака.
Исходно, в 2015 году на основе результатов восьми
крупномасштабных протеомных экспериментов и
анализа депонированных в базы данных было
высказано предположение, что АС не играет
значительной роли в формировании белкового
разнообразия [38]. Скромный набор детектированных
альтернативно сплайсированных белков натолкнул
исследователей на мысль о том, что большинство
белок-кодирующих генов, по-видимому, производят
лишь один — канонический — белковый продукт [39],
а большинство альтернативных вариантов 
не выдерживают селективного давления и вряд ли
вообще функционально значимы.Несколько лет спустя
те же исследователи опровергли свои предыдущие
утверждения, анализируя альтернативный сплайсинг
на уровне белка [40], который для трети генов
проявляется тканеспецифичным образом. Совсем
недавно эта же группа, основываясь на результатах
крупных протеомных экспериментов, разработала
биоинформатический инструмент TRIFID 
для предсказания функциональной значимости
сплайс-форм и вернулась к утверждению, 
что 85% альтернативных вариантов транскриптов скорее
всего незначимы [41].Такие возвратно-поступательные
движения при исследовании гетерогенности на разных
омикс-уровнях побуждают проявлять осторожность
при исследовании адаптивности АС и попытках
установить соответствие между разнообразием
вариантов мРНК и кодируемых ими белков. 

3. СЛОЖНОСТИ ИССЛЕДОВАНИЯ ФУНКЦИЙ 
НА УРОВНЕ ПРОТЕОМА

Полученные на уровне транскриптома выводы 
с трудом переносятся на протеом, особенно 
это относится к попыткам установить количественные
закономерности.Коэффициент Пирсона для корреляции
между содержанием транскрипта и соответствующего
белка обычно не превышает 0,5, как было показано 
в работах по анализу имеющихся взаимосвязей 
для изучения возможности построения модели
представленности белков на основе транскриптомных
и транслятомных данных [42–45]. Дополнительные
усилия по моделированию эффекта регуляции 
синтеза белка после сплайсинга пре-мРНК 
смогли объяснить 30% различий в соотношениях
белка и мРНК [43]. Другим достижением в вопросе
поиска согласованности между содержанием
транскрипта и белка стало довольно естественное
замечание того, что превышение определённых
уровней экспрессии транскрипта является хорошим
предиктором экспрессии белка [46]. Тем не менее,
очевидно, что для полноты формирования
представления о функционировании живой системы
нельзя пренебречь протеомной компонентой.

Пептидоцентричная природа протеомных данных
зачастую не позволяет различить отдельные 
сплайс-формы [43–45, 47] из-за того, что специфичные
для конкретной протеоформы пептиды не всегда
удается выделить и надёжно детектировать [48]. 
Для повышения качества покрытия белкового сиквенса
используют коктейли протеаз [49], процессинг данных
в режиме de novo [50, 51] и ортогональные технологии
секвенирования [52, 53]; однако даже сумма всех 
этих усилий не позволяет в полной мере оценить
количество протеоформ.

Сегодня всё ещё остаётся много белых пятен 
на карте системной биологии, но общий консенсус
состоит в том, что движущей силой живых систем
прежде всего являются белки. Изучение отдельных
вариантов белков уже достигло существенных 
успехов [54–58]. С нашей стороны было предложено
усилить результаты масс-спектрометрического
профилирования белков клеточной линии HepG2,
распределившихся по ячейкам двумерного геля 
в соответствии с их физико-химическими 
свойствами [59], за счёт применения кастомизированной
поисковой библиотеки. Такая библиотека, построенная
на данных транскриптомного секвенирования
исследуемого образца клеточной линии, даёт
возможность наиболее точно сформировать 
поисковое пространство ожидаемых протеоформ. 
С одной стороны, это достигается благодаря 
учёту специфичных для конкретного образца 
сплайс-вариантов и последовательностей с точечными
заменами. С другой стороны, объём поскового
пространства сверху удаётся ограничить благодаря
игнорированию последовательностей, продуцирование
которых, согласно транскриптомным данным, 
не следует ожидать в исследуемом образце.
Интегрированный анализ в клетках HepG2 позволил
увеличить число выявленных протеоформ на 76% 
по сравнению со стандартным панорамным



профилированием без предварительного
фракционирования на двумерном геле.Данный эффект
достигается в результате синергии двух факторов: 
во-первых, снижения сложности биологической
смеси, во-вторых — дополнительных знаний 
о физико-химических свойствах протеоформ [52, 53].

Применение оригинальных масс-спектро-
метрических подходов [60] и технологий антительного
обогащения [61] приблизило протеомику к ответу 
на вопрос: как финальная последовательность и
структура формирует функционал белковых вариантов
и каким образом отдельные варианты белков влияют
на жизнеспособность всей живой системы? 

4. ПЕРЕХОД ОТ ДАННЫХ 
ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ ЭКСПРЕССИИ 
К ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АННОТАЦИИ

Популяризация методов секвенирования
последовательностей РНК и возможность
анализировать представленность генов и отдельных
сплайс-вариантов позволили накопить данные,
демонстрирующие разницу их экспрессии в разных
условиях.Опубликованы сотни работ, сопоставляющие
представленность генных продуктов в нормальной и
опухолевой тканях и оценивающие изменения
молекулярных профилей после нокаута или 
нокдауна [62, 63]. Результаты таких экспериментов
могут быть использованы повторно, в частности, 
для выявления новых функций белков [33].
Обнаружение дифференциально экспрессированных
генов для определения функций белков— стандартный
путь транскриптомных работ. Транскриптомика
достигла зрелости как область науки, и протоколы
получения и обработки транскриптомных данных
оптимизированы, надёжны и эффективны [64]. 
Это позволяет разрабатывать вычислительные методы
для систематического исследования функции белка 
на уровне изоформ [65–68].

Выяснение функции белков — это главный
“активационный барьер” в формировании
систематического представления об устройстве живых
систем. Высокопроизводительное секвенирование
становится всё более доступным, данные множатся,
однако качественный переход от сведений 
об экспрессии отдельно взятого гена к пониманию роли
конкретной белковой молекулы ещё не произошел.
Несмотря на значительные успехи в каталогизации
протеома, не решены фундаментальные вопросы
относительно ролей отдельных белков в сложно
функционирующем протеомном механизме. 
Причина этого — значительное различие в структурах 
и размерах информационного пространства
транскриптома и протеома [69].

5. ПРАКТИКА ОПРЕДЕЛЕНИЯ ФУНКЦИЙ БЕЛКА

В условиях отсутствия общепризнанного
стандарта определения функции белка, большая 
часть проводимых функциональных аннотаций 
носит предсказательный характер за счёт 
широкого использования методов биоинформатики 

в приложении к большим омикс-данным и
имеющейся, по сути, фрагментарной информации 
о регуляции клеточных процессов. Существенный
разрыв между методами экспериментальной и
вычислительной биохимии по трудоёмкости,
дороговизне и экспрессности объясняет преобладание
биоинформатических предсказаний над эмпирическими
доказательствами при определении функций белков. 
Внаших предыдущих ретроспективных исследованиях
на примере базы данных neXtProt, известной 
полнотой и надёжностью публикуемых сведений 
о белках человека, мы проанализировали эволюцию
терминологии, применяющуюся для описания функции
белка [70]. Мы заметили, что накопленные аннотации
в превалирующем большинстве случаев достигнуты
вычислительными методами, но даже лучшие
представители биоинформатических инструментов
зачастую дают неудовлетворительные результаты,
когда речь идет об аннотации неканонических
вариантов. Часто применяется постулат вины 
“за компанию” (англ. guilty by association): 
на основе результатов масс-спектрометрии 
с аффинной очисткой (англ. affinity purification – 
mass spectrometry,AP-MS) и технологии двугибридного
анализа (англ. yeast-two-hybrid, Y2H) функцию белка
пытаются картировать на биохимические процессы,
изучая контакты или “рукопожатия” целевых белков.
Ещё одна проблема, которую мы заметили 
при исследовании трендов функциональной
аннотации белков, касается репозиториев с ручной
проверкой депонируемых данных. Датафреймы 
(то есть табличные системы архитектуры 
данных по типу “наблюдения – переменные”) 
таких репозиториев (например, neXtProt) 
не оптимизированы для эффективного хранения
информации в протеоформ-центричном режиме.
Сейчас neXtProt предоставляет сведения
приблизительно для 10 тыс. сплайс-вариантов, 
10% из которых по-разному локализуются в клетке 
и имеют отличные функции внутри одного гена [71]. 

В рамках существующих экспериментальных
подходов к функциональной аннотации белков
глобально можно выделить два направления: 
1) нокаут или изменение уровня экспрессии
интересующего гена для выявления искажающихся
молекулярных путей на основе данных анализа 
одного или нескольких омикс-уровней и 
2) анализ интерактома.

5.1. Потеря или приобретение функции 
(англ. loss-of-function или gain-of-function)

Подавление экспрессии гена, очевидно, изменяет
биологические процессы, в которые вовлечён
кодируемый им белок. Эти изменения нелегко
определить и/или однозначно интерпретировать:
имеющиеся сведения о молекулярных путях
фрагментарны, а сами пути нелинейны и 
зачастую дублируют ряд этапов в клеточных
процессах. Дополнительная сложность в подобных
исследованиях привносится за счёт направленного
изменения экспрессии — внесения точечных 
мутаций, нарушающих рамку считывания, или
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использования явления интерференции. В настоящий
момент наиболее популярный способ нокаута, 
а также нокдауна или нокина (в ситуациях, когда
ноукат невозможен или, наоборот, экспрессия
слишком низкая) — это применение генетического
редактирования на основе CRISPR-Cas9 системы [72],
дающее более предсказуемый и стабильный 
результат, чем интерферирующие микроРНК. 
Как мы ранее показали, возможности методов 
на основе CRISPR-Cas9 для изучения свойств 
белков и их разнообразия в протеомных
исследованиях впечатляют, однако для исследования
сплайс-форм такие технологии ещё широко 
не применялись [72].

Внемногочисленных работах, описывающих опыт
приложения методов генетического редактирования 
в отношении сплайс-форм, доказывается важность 
их присутствия для сохранения функции или
фенотипа исследуемого объекта. Например, нокаут
сплайс-форм, кодируемых геном Reep6, показал, 
что именно канонический вариант Reep6.1 
критичен для функционирования палочек в составе
сетчатки [73]. При этом, вторая сплайс-форма важна
для сохранения фертильности у самцов мышей,
причём в семенниках экспрессируются оба варианта. 
Сравнительный протеомный и фенотипический
анализ клеточных линий ES-2 и OVCAR-8 
с нокаутированными сплайс-формами рецептора TGFβ
позволил описать разные роли этих протеоформ 
в развитии рака яичников [74]. В работе 
по оценке специфичных для рака желудка 
сплайс-форм через нокаут промоторов определили, 
что у супрессора опухоли ZFHX3 сплайс-формы
имеют противоположные функции, аналогично
вариантам BCL2 [75]. Любопытно, что в качестве
терапии мышечной дистрофии Дюшенна —
генетического заболевания, обусловленного
нарушением трансляции дистрофина из-за мутаций,
приводящих к сдвигу рамки считывания —
разрабатываются методы по исключению экзонов 
с такими ошибками для экспрессии более короткого
варианта белка. При подавлении экспрессии
канонического варианта показана эффективность 
в частичном сохранении функции у альтернативно
сплайсированного дистрофина [76, 77].

В своей работе по исследованию функции 
белка митохондриального комплекса TOMM34 
мы проводили оценку изменений до/после его нокаута
на транскриптомном, протеомном и метаболомном
уровнях. Одним из критериев выбора TOMM34
(помимо его малоизученности) стало наличие 
только одной транслируемой мРНК, согласно UniProt,
что позволило описать функциональную роль
конкретной аминокиcлотной последовательности [63].
При нокауте TOMM34 нам потребовалось 
внести пять мутаций в первый экзон для полного
подавления его экспрессии. При фокусировке 
на конкретную сплайс-форму, помимо технических
сложностей, увеличиваются риски нарушения рамки
считывания и дополнительных off-target эффектов, 
что может в свою очередь повлиять на каскад
молекулярных событий [78].

5.2. Функциональная аннотация через интерактом

Большинство сплайс-вариантов внутри одного
гена имеют менее 50% общих партнёров 
по межмолекулярным взаимодействиям [33].
Примечательно, что партнёры, взаимодействующие 
с конкретным сплайс-вариантом, как правило,
экспрессируются в высокой степени тканеспецифично
и принадлежат к отдельным функциональным
модулям [34]. Именно ассоциированность белковых
партнёров с определёнными функциями позволяет
предположить, что и исследуемый белок 
также с ней связан (т.е. применяя концепцию 
guilty by association). В случае сплайс-форм
дополнительная сложность заключается в том, 
что функциональная аннотация проводится 
по совокупной информации для протеоформ,
кодируемых одним геном.

Внастоящий момент сформированы интерактомые
профили 80% генов человека [79, 80], и наметился
тренд на выявление белок-белковых взаимодействий
(ББВ) для сплайс-форм. Экспериментально бинарные
взаимодействия можно изучать двугибридными
методами за счёт использования характеристичных
последовательностей в качестве целевого белка 
или методом AP-MS, предоставляющим сведения 
о молекулярном комплексе. Одна из наиболее
впечатляющих работ по определению ББВ 
для сплайс-форм была выполнена в 2016 году, 
в рамках которой с помощью Y2H были определены
интерактомные профили для 366 из более тысячи
исследуемых сплайс-форм [36]. Авторы работы
показали, что даже на небольшой выборке
интерактомная сеть увеличивается в 3,2 раза 
по сравнению с геноцентричным подходом.

ВAP-MS экспериментах идентификация белковых
партнёров осуществляется масс-спектрометрически,
то есть по пептидам, уникально картирующимся 
на аминокислотную последовательность конкретной
протеоформы [81]. Одним их первых ресурсов,
содержащих данные о ББВ для сплайс-форм, стала
база данных IntACT [82], в которую депонируются
результаты интерактомных экспериментов, в том числе,
выполненных методами AP-MS. Несмотря на то, 
что подходы на основе AP-MS дают возможность 
не только использовать сплайс-форму как целевой
белок, но и описывать конкретные протеоформы 
в получаемых комплексах, акцента на сплайс-формы
не делается [83]. Иллюстративным примером 
является один из крупнейших проектов BioPlex:
несмотря на упоминание сплайс-форм, данные
предоставляются в геноцентричном формате [84].

Накопленные результаты AP-MS дают возможность
определять новые взаимодействия, включая 
сплайс-специфичные ББВ.Так,мы переанализировали
массив масс-спектрометрических данных проекта
BioPlex 2.0. По статистически значимой частоте
совместной встречаемости удалось определить 
287474 взаимодействий, на основе которых 
для 391 белка впервые была спрогнозирована функция,
а для 31 гена показана разница в интерактомных
профилях кодируемых ими сплайс-форм [85].

ВЫЯСНЕНИЕ ФУНКЦИЙ СПЛАЙС-ВАРИАНТОВ: В ПРОБИРКЕ И НА СЕРВЕРЕ
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Хотя ББВ являются основой клеточных процессов,
немалую роль играют и белок-метаболитные
взаимодействия (БМВ), способы выявления которых
были нами описаны в работе [86]. Ценность БМВ 
для распутывания интерактома сплайс-форм можно
проиллюстрировать на примере 505 сплайс-форм: 
их уникальная роль в биохимических процессах
заметна при анализе взаимодействий с малыми
молекулами, но не различается при применении
стандартных протоколов анализа [87].

Немалую часть интерактомных методов
представляют биоинформатические алгоритмы. 
Они сопоставляют последовательности и переносят
интерактомные профили и функции с изученных
объектов на неизученные или интегрируют 
различные типы данных для улучшения аннотации
интерактомов. В своей работе пятилетней давности
мы описали существующие подходы к аннотации
протеоформ [88], с того времени основные принципы
не изменились. Тем не менее, в настоящее время 
всё больше работ посвящены разработке методов
интегрирования данных о ББВ со сведениями 
об экспрессии/трансляции для выделения
специфичных взаимодействий непосредственно 
для сплайс-форм. Например, метод DIGGER,
основанный на совокупном анализе интерактомов,
данных о взаимодействии доменов и аминокислотных
остатков, а также экспрессии, позволяет извлекать
специфичные для сплайс-форм подсети [89]. В более
продвинутом методе LINDA для расшифровки
интерактомов сплайс-форм используют дополнительно
данные о транскрипционных факторах, а также
результаты DIGGER [90]. Примером ещё более
специализированного ресурса для предсказания
функций сплайс-вариантов может случить NEASE
(метод сетевого обогащения для событий АС) [91],
который при выделении подсетей для сплайс-форм
учитывает не только интерактомные данные и
количественные изменения, но и структурные
особенности белков по данным DOMINE [92], 
3did [93], Eukaryotic Linear Motif [94] и PDB [95].

5.3. Биоинформатические методы и инструменты

Биоинформатические методы для функциональной
аннотации протеоформ развиваются не только 
в рамках интерактомного анализа. За 20 лет активных
омиксных исследований удалось выстроить
архитектуру различных баз знаний. Среди них 
как узкоспециальные — исключительно 
про сплайсинг [96–99], так и всеобъемлющие, 
в числе которых UniProt [100], neXtProt [101], 
RefSeq (NCBI) [102], Ensembl-GENCODE (EMBL) [103]
и MANE [104]. Эти ресурсы суммируют результаты
сотен и тысяч экспериментов, способных 
различить сплайс-варианты одного гена на разных
омикс-уровнях. Каждый из перечисленных 
ресурсов с аннотациями аминокислотных и
нуклеотидных последовательностей человека
приводит сведения о более чем 100 тысячах 
белок-кодирующих транскриптов [105, 106]. При этом,
пулы рапортируемых данных сильно отличаются: 
так, в 2018 году было показано, что базы данных

ENCODE и RefSeq согласуются лишь на 1/6 часть 
от всех представленных транскриптов [105].

Накопленные знания и экспериментальные данные
способствовали развитию биоинформатических
методов оценки функции белков. Для исследования
функции генов обычно применяют выравнивание
последовательностей и анализ экспрессии. Главная
идея при использовании этих подходов состоит 
в предположении о том, что консервативные 
для многих биологических видов последовательности
скорее функциональны [107]. Подобной логикой
пользуются применительно и к сплайс-вариантам:
сохранность определённой последовательности
(например, белка, кодируемого альтернативным
экзоном) у видов, которые эволюционно отдалились
друг от друга десятки миллионов лет назад, 
указывает на её функциональную значимость [108].
Аналогично, чем больше накоплено доказательств
экспрессии того или иного транскрипта в разных
объектах, тем вероятнее его функциональность.
Функциональную аннотацию осложняет тот факт [109],
что экспрессия большинства сплайс-вариантов 
у человека весьма низкая (часто на уровне
биологического шума [110]), и детектируются они 
не повсеместно, а тканеспецифически [105]. 

Практически любой функциональный анализ
сводится к сопоставлению данных об известной 
роли интересующего белка в клеточных процессах.
Среди разных ресурсов, описывающих и
каталогизирующих функциональную аннотацию
генов и их продуктов, наиболее популярной является
терминологическая система Gene Ontology (GO) [111].
Система включает в себя 45000 терминов и
объединяет их в три субонтологии: молекулярные
функции (т.е. термины, описывающие функции белков,
например, киназную активность); биологические
процессы (для описания последовательности событий,
происходящих в клетке или организме, в которые
вовлечены гены и кодируемые ими белки, например,
клеточное деление или иммунный ответ), и клеточные
компоненты (термины, описывающие локализацию
белков: ядро, мембрана и т.д.). GO предлагает
функциональные аннотации только на уровне генов,
не детализируя информация для отдельных 
сплайс-вариантов [112]. К настоящему моменту 
было разработано несколько алгоритмов: iMILP [67],
mi-SVM [113], WLRM [114], IsoResolve [115],
DeepIsoFun [116] и DIFFUSE [117], призванные
детализировать термины GO по отношению 
к сплайс-формам, основанные на многовариантном
обучении. Текущее ограничение таких методов
заключается в невысокой точности прогнозирования,
в том числе из-за сложности учёта при анализе
иерархической структуры и обширной семантики
терминов GO. Более того, в большинстве 
алгоритмов предусмотрено, что только одна 
сплайс-форма отвечает за реализацию функции гена,
хотя на практике для выполнении этой функции 
могут взаимодействовать одновременно несколько
вариантов [70]. В более прогрессивном алгоритме
IsofunGO [116] акцент сделан на обнаружении
различных аннотаций для отдельных изоформ.
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Для определения функции сплайс-вариантов
также используют технологии предсказания
трёхмерной структуры белков, подавая на вход
последовательность РНК или белка. Популярная
программа AlphaFold2 позволяет в автоматическом
режиме предсказать с высокой точностью 
3D-структуры белков [108, 118, 119], в том числе
сплайс-форм. Предполагается, что белковые
молекулы, последовательность которых сворачивается
в упорядоченную структуру (около 68% протеома
человека [118, 120]), вероятнее всего функциональны,
и напротив, плохо упакованные молекулы скорее всего
не работоспособны. Подобный подход был испытан 
на пуле данных, суммирующем результаты 
более 10 тысяч транскриптомных экспериментов [108],
с помощью программы ColabFold [121], которая
является оптимизированной версией AlphaFold.
Иллюстрацией определения функции сплайс-формы
является разбор гена ASMT (кодирующего 
N-ацетилсеротонин-О-метилтрансферазу), который
участвует в биосинтезе мелатонина. По совокупной
информации транскриптомного профилирования
шишковидной железы, биопсия которой была
проведена ночью в связи с особенности синтеза в ней
мелатонина [122], было определено, что более 
чем в 10 раз превышающая другие сплайс-формы
экспрессия характерна для варианта, показавшего
более стабильную сборку белка.

Научное сообщество долгое время полагалось 
на два метода обнаружения и предсказания 
функции белков: RNA-seq и выравнивание
последовательностей ДНК и белков для обнаружения
эволюционной консервативности. В настоящее 

время надежда возлагается на вычислительные
методы на основе GO, предсказания структуры 
белков и интерактомных взаимодействий. Стоит
признать, что это только первые шаги. Разработка
вычислительных методов обнаружения функций
сплайс-вариантов останется областью активных
исследований на долгие годы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Экспериментаторы склонны рекуррентно 
изучать одни и те же белки. На долю всего лишь 
30 белков головного мозга человека приходится 
2/3 всей научной литературы, посвящённой анализу
протеома мозга. Эффект Матфея, согласно которому
“богатые становятся богаче, а бедные — беднее”,
находит отражение и в вопросе функциональной
аннотации белков.Такому положению дел способствует
скорее наличие финансирования и имеющиеся
технологические возможности, а не фундаментальная
или практическая ценность исследования некоторого
набора и так хорошо изученных белков. Ситуация
естественным образом усугубляется при переходе 
от мастерных белков, которые мы определяем 
как совокупность белковых продуктов одного гена 
без конкретизации протеоформ [69], к конкретным
белковым вариантам.

Изучив степень проработки вопроса 
по функциональной аннотации отдельных 
сплайс-форм, мы предлагаем вариант дорожной карты
(рис. 3) и надеемся, что упорядоченные усилия 
всех участников сообщества позволят существенно
продвинуться в понимании устройства живых систем.
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Рисунок 3. Предлагаемая дорожная карта по функциональной аннотации гетерогенного протеома.
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The elegance of pre-mRNA splicing mechanisms continues to interest scientists even after over a half century,
since the discovery of the fact that coding regions in genes are interrupted by non-coding sequences. The vast majority
of human genes have several mRNA variants, coding structurally and functionally different protein isoforms 
in a tissue-specific manner and with a linkage to specific developmental stages of the organism. Alteration of splicing
patterns shifts the balance of functionally distinct proteins in living systems, distorts normal molecular pathways, 
and may trigger the onset and progression of various pathologies. Over the past two decades, numerous studies 
have been conducted in various life sciences disciplines to deepen our understanding of splicing mechanisms and 
the extent of their impact on the functioning of living systems. This review aims to summarize experimental and
computational approaches used to elucidate the functions of splice variants of a single gene based on our experience
accumulated in the laboratory of interactomics of proteoforms at the Institute of Biomedical Chemistry (IBMC) and
best global practices.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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