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Альтернативный сплайсинг (АС) обеспечивает многообразие изоформ белков и зрелых мРНК, относящихся к одному гену, и явля-
ется необходимым звеном в ходе дифференцировки и функционирования клеток и тканей. ДНК-микрочипы — высокопроизводитель-
ный метод изучения транскриптома как на уровне суммарной экспрессии генов, так и на уровне репертуара альтернативно-сплайси-
рованных изоформ мРНК. Изучение паттернов АС обусловливает необходимость тщательных процедур подбора последовательностей 
зондов для обеспечения надлежащей точности анализа.

Существует два основных типа ДНК-микрочипов, ориентированных на изучение АС. Микрочипы первого типа содержат зонды, 
направленные на участки внутри границ экзонов (тела экзонов); микрочипы второго типа содержат зонды, направленные как на тела 
экзонов, так и на участки соединений экзон–экзон, экзон–интрон. Рассмотрены особенности подбора последовательностей зондов и 
общий дизайн двух типов ДНК-микрочипов, охарактеризованы их основные преимущества и ограничения.

Отдельный раздел посвящен результатам исследований АС, полученным с применением ДНК-микрочипов. В частности, с приме-
нением ДНК-микрочипов был выявлен ряд механизмов процессинга и сплайсинга пре-мРНК, описаны паттерны АС, ассоциированные 
с онкологическими заболеваниями, процессами дифференцировки клеток и тканей. Показано, что регуляция аппарата сплайсинга яв-
ляется необходимой составляющей в ходе канцерогенеза и дифференцировки. Рассмотрены примеры использования сплайсинг-ори-
ентированных ДНК-микрочипов при выявлении диагностических маркеров и механизмов развития патологий. Перспективным направ-
лением исследований является изучение роли и механизмов АС при дифференцировке и поддержании плюрипотентного состояния 
индуцированных стволовых клеток, функционировании иммуноцитов и инфицированных клеток в ходе иммунного ответа на инфек-
цию. Сплайсинг-ориентированные ДНК-микрочипы являются сравнительно недорогим, но информативным инструментом исследова-
ний, что дает основание предполагать их внедрение в клиническую практику в течение ближайших лет.
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Alternative splicing (АS) provides a variety of protein and mature mRNA isoforms encoded by a single gene, and is the essential component 
of cell and tissue differentiation and functioning. DNA-microarrays are highly productive transcriptome research technique both at the level 
of total gene expression assessment and alternatively spliced mRNA isoforms exploration. The study of AS patterns requires thorough probe 
design to achieve appropriate accuracy of the analysis.

There are two types of splicing-sensitive DNA-microarrays. The first type contain probes targeted to internal exonic sequences (exon 
bodies); the second type contain probes targeted to exon bodies and exon–exon and exon–intron junctions. So, the first section focused on 
probe sequence design, general features of splicing-sensitive DNA-microarrays and their main advantages and limitations.

The results of AS research obtained using DNA-microarrays have been reviewed in special section. In particular, DNA-microarrays were 
used to reveal a number pre-mRNA processing and splicing mechanisms, to investigate AS patterns associated with cancer, cell and tissue 
differentiation. Splicing machinery regulation was demonstrated to be an essential step during carcinogenesis and differentiation. The examples 
of application of splicing-sensitive DNA-microarrays for diagnostic markers discovering and pathology mechanism elucidation were also 
reviewed. Investigations of AS role in pluripotency, stem cell commitment, immune and infected cells functioning during immune response are 
the promising future directions. Splicing-sensitive DNA-microarrays are relatively inexpensive but powerful research tool that give reason to 
suppose their introduction in clinical practice within the next few years.

Key words: DNA-microarrays; alternative splicing; carcinogenesis; cell differentiation; molecular diagnostics.

Предшественники мРНК (пре-мРНК) более 90% ге-
нов человека подвергаются альтернативному сплай-
сингу (АС) [1, 2]. Продукты трансляции изоформ 
мРНК, образующихся в результате АС, могут выпол-
нять разные функции в клетке, вплоть до антагонис-
тических. АС является одним из фундаментальных 
механизмов, вовлеченных в реализацию функций 
клеток и тканей, а также в процессы их дифферен-
цировки. Выделяют 8 типов АС (рис. 1). Основным 
результатом АС является многообразие комбинаций 
конститутивных и альтернативных экзонов, состав-
ляющих зрелый транскрипт. Конститутивные экзо-
ны в норме присутствуют во всех зрелых изоформах 
мРНК, тогда как наличие альтернативных экзонов 
определяется составом и особенностями функцио-
нирования аппарата сплайсинга. Таким образом, АС 
приводит к образованию совокупности мРНК, фор-
мирующих транскриптом клетки.

Исследование транскриптома проводится в двух 
основных направлениях: 1) оценка изменения суммар-
ного уровня представленности всех мРНК гена (экс-

English

прессии гена); 2) анализ состава и количественного 
соотношения сплайсированных изоформ зрелых мРНК 
данного гена. Комплексное изучение транскриптома 
требует использования высокопроизводительных и 
точных методов. Такие методы, как ОТ-ПЦР (обратная 
транскрипция-полимеразная цепная реакция) и ПЦР в 
режиме реального времени, сопряжены с большими 
время- и трудозатратами, позволяют анализировать 
лишь несколько генов в рамках одного эксперимен-
та, однако являются «золотым стандартом» точности. 
В настоящее время для анализа транскриптома клеток 
и тканей применяются сравнительно новые методы, об-
ладающие большей производительностью — использо-
вание ДНК-микрочипов и РНК-секвенирования на базе 
технологии пиросеквенирования [3, 4]. При отсутствии 
значительных различий в точности получаемых резуль-
татов РНК-секвенирование является более дорогосто-
ящим методом [5–7]. Таким образом, ДНК-микрочипы 
обеспечивают оптимальное сочетание между произво-
дительностью, стоимостью исследования и точностью 
получаемых результатов.

Сплайсинг-ориентированные ДНК-микрочипы в биомедицине
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В обзоре рассмотрены современные подходы к ди-
зайну ДНК-микрочипов, ориентированных на изучение 
АС, освещены ключевые аспекты их применения в био-
логических и медицинских исследованиях.

Особенности дизайна  
сплайсинг-ориентированных ДНК-микрочипов

Основным этапом разработки дизайна сплайсинг-
ориентированных ДНК-микрочипов является форми-
рование пула зондов, комплементарных определен-
ным участкам последовательности изоформ мРНК. 
Для достижения максимальной точности анализа 

а

б

Рис. 2. Типы локализации зондов: а — зонды направлены 
на внутренние участки экзонов (тела экзонов); б — зонды 
направлены на участки соединений экзонов

Рис. 1. Типы альтернативного сплайсинга

а Кассетный экзон

б Множественный кассетный экзон

в Взаимоисключающие экзоны

г Альтернативный 5'-сайт сплайсинга            д Альтернативный 3'-сайт сплайсинга

е Удержанный интрон

ж Альтернативный сайт инициации трансляции
 

з Альтернативный сайт полиаденилирования

зонды должны удовлетворять следую-
щим требованиям: 1) узкий диапазон 
температур плавления (Tпл) и процента 
содержания нуклеотидов G и C (%GC); 
2) минимальная вероятность образо-
вания устойчивой вторичной структу-
ры зонда (шпильки); 3) минимальная 
вероятность кросс-гибридизации (свя-
зывания с нецелевой мРНК).

При изучении АС важным аспектом 
является выбор локализации участков 
гибридизации зондов в составе целевой 
мРНК. Выделяют два основных типа 
локализации зондов: 1-й тип — внутри 
границ экзонов и удержанных интронов; 
2-й тип — в местах соединения участков 
экзонов (экзон–экзон) или экзонов и ин-
тронов (экзон–интрон) (рис. 2). Для 1-го 
типа более высока вероятность успеш-
ного нахождения зондов, удовлетворя-
ющих заданным критериям, что связа-
но с большой протяженностью экзонов 
и интронов человека [8]. Использование 
зондов 2-го типа позволяет сделать од-
нозначные выводы об изменении качест-
венного состава и уровня представ-
ленности сплайсированных вариантов 
мРНК. Однако в силу ограничений по 
локализации вероятность подбора зон-
дов, полностью удовлетворяющих всем 
вышеперечисленным критериям, мень-
ше, чем для 1-го типа. Таким образом, 
для изучения особенностей АС приме-

няются экзон-направленные ДНК-микрочипы, содержа-
щие зонды 1-го типа, и ДНК-микрочипы, использующие 
зонды обоих типов.

Экзон-направленные микрочипы. Дизайн с лока-
лизацией зондов 1-го типа реализован в микрочипах 
серии Exon 1.0 ST Array (Affymetrix, США) — наиболее 
часто используемых при исследованиях АС. Чип содер-
жит более 5,5 млн. зондов для детекции и квантифи-
кации большинства аннотированных экзонов. Каждому 
экзону соответствует набор из 4 зондов длиной 25 нук-
леотидных оснований (н.о.) [9]. Несмотря на высокую 
плотность покрытия транскриптома, данный микрочип 
имеет ряд недостатков: 1) относительно малая длина 
зондов повышает вероятность кросс-гибридизации; 2) 
высокий уровень гетерогенности зондов (процент нук-
леотидов G и C варьирует от 0 до 100) обусловливает 
очень широкий разброс интенсивности сигнала и за-
трудняет анализ данных [10]; 3) невозможность надеж-
но оценивать малые (менее 25 н.о.) сдвиги 5’- и 3’-сай-
тов сплайсинга (см. рис. 1, г, д).

Основной проблемой, вытекающей из перечислен-
ных «врожденных» недостатков микрочипов компании 
Affymetrix, является значительная доля ложноположи-
тельных результатов. Доля подтвержденных событий 
АС (с помощью ОТ-ПЦР, ПЦР в режиме реального вре-
мени) варьирует в пределах 20–80% [11–13].

Предложенный компанией Affymetrix критерий изме-
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нения экспрессии экзонов — индекс сплайсинга (SI) — 
вычисляется следующим образом:

NI=eij/∑eij;                                        (1)

                         (2)

На первом этапе вычисляется нормализованная ин-
тенсивность (NI) сигнала экзона. Для этого усреднен-
ный уровень сигнала зондов, соответствующих i-му 
экзону (ei), делится на суммарную интенсивность всех 
экзонов исследуемого гена j (1). Индекс сплайсинга 
вычисляется как логарифм отношения нормализован-
ных интенсивностей опыта и контроля (2) [14]. В силу 
гетерогенности зондов, суммарных значений уров-
ня экспрессии генов, а также наличия неизвестных и 
предсказанных сплайсированных изоформ данный 
критерий приводит к весомой доле ошибочных резуль-
татов. В связи с этим часть исследований с применени-
ем микрочипов Exon 1.0 ST Array связана c разработ-
кой алгоритмов и введением более жестких критериев, 
направленных на корректную дискриминацию сигнал/
фон, получение воспроизводимых результатов, повы-
шение специфичности анализа [15, 16]. Разработка 
алгоритмов и программных продуктов для обработки 
первичного сигнала, коррекции сигнал/фон, анализа 
данных, полученных с применением экзон-направлен-
ных микрочипов компании Affymetrix, является разви-
вающимся сегментом биоинформатики [17–19].

Микрочипы Agilent Exon Arrays применяются в го-
раздо меньшей степени. Основным отличием про-
дуктов Agilent является длина зондов — 50–60 н.о. 
Минимальная длина экзонов, к которым подобраны 
зонды, составляет 35 н.о., «короткие» экзоны достра-
иваются до 50 н.о. при помощи поли-Т-спейсеров. 
Таким образом, охват экзома (совокупности экзонов) 
в микрочипах Agilent Exon Arrays существенно мень-
ше. В микрочипе Human Exon 1.0 ST Array число охва-
ченных экзонов (длиной 25 н.о.) — 1 084 639, тогда 
как число зондов микрочипа Agilent Human Exon 400K 

Microarray — 233 164 [9, 20]. Данных о точности ана-
лиза с применением микрочипов Agilent Exon Array в 
литературе мало. При исследовании изменений транс-
криптома мезенхимальных стволовых клеток человека 
в ответ на тяжелую гипоксию было выявлено 53 гена, 
подвергшихся АС, однако для валидации авторами 
было выбрано лишь 2 — наличие кассетных экзонов 
было успешно подтверждено [21].

ДНК-микрочипы, ориентированные на соедине-
ния экзонов. Микрочипы, содержащие зонды, компле-
ментарные как телам, так и участкам соединения экзо-
нов, являются более информативными по сравнению с 
предыдущим классом микрочипов. Во-первых, зонды, 
направленные на гибридизацию с граничными участ-
ками, позволяют однозначно детектировать все собы-
тия АС. Во-вторых, совокупная информация о степени 
гибридизации зондов с конститутивными и альтерна-
тивными экзонами позволяет сделать более надежные 
выводы о событиях АС. Например, включение/пропуск 
экзона должно быть выражено не только в изменении 
степени гибридизации зонда и данного экзона, но и в 
изменениях сигнала гибридизации смежных конститу-
тивных и альтернативных соединений (рис. 3), что явля-
ется дополнительным критерием отбора истинно-поло-
жительных результатов. Так, исследование АС 16 генов, 
клинически значимых при опухолевом процессе, выяви-
ло 100% истинно-положительных результатов с учетом 
анализа совокупной информации со всех зондов, на-
правленных на выявление событий АС [22]. Стратегия 
отбора согласованных изменений интенсивности гибри-
дизации зондов, дискриминирующих событие АС, обес-
печивает примерно 75% точность анализа [23, 24].

Несмотря на явные преимущества зондов, компле-
ментарных местам соединений экзон–экзон и экзон–
интрон, подбор их часто является затруднительным. 
Пограничная локализация зондов оставляет очень мало 
степеней свободы для подбора последовательностей с 
узким диапазоном значений Тпл и %GC. Пограничная 
локализация также накладывает ограничения на дли-

Рис. 3. Схема полуколичественного анализа кассетных экзонов с помощью зондов, направ-
ленных на тела и границы экзонов
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ну зондов. Слишком длинный зонд будет эффективно 
гибридизоваться одной из своих «половин» с последо-
вательностью целевого экзона в составе всех сплай-
сированных изоформ, имеющих данный экзон (рис. 4). 
Наоборот, зонд малой длины будет гибридизоваться 
менее эффективно, снижая чувствительность анали-
за. В работе K. Srinivasan и соавт. [25] установлено, что 
оптимальная длина зондов, направленных на участки 
соединения экзон–экзон или экзон–интрон, составля-
ет 36–40 н.о. С другой стороны, пилотные испытания 
микрочипа hGWSA (human Genome Wide Splicing Array; 
ExonHit, США–Франция) показали, что удовлетвори-
тельная специфичность обеспечивается относительно 
короткими зондами 24–25 н.о. [26]. Данные различия 
прежде всего могут быть обусловлены типом гибриди-
зуемой нуклеиновой кислоты. Так, в первом примере на 
чип гибридизовалась ДНК, а в случае hGWSA — РНК. 
Накопленный экспериментальный материал свидетель-
ствует, что гибридизуемая на микрочип ДНК обеспечи-
вает более высокие чувствительность и специфичность 
анализа в сравнении с РНК [27]. Сплайсинг-ориентиро-
ванные микрочипы на платформе Affymetrix содержат 
25-нуклеотидные зонды, гибридизующиеся с моле-
кулой ДНК при температуре гибридизации 45°С [28]. 
Микрочипы на платформе Agilent содержат зонды дли-
ной 60 н.о., гибридизующиеся с РНК при температуре 
60–65°С [29–33]. Вариантом подбора зондов к местам 
соединения экзонов является не поиск «лучшего из 
возможных», а равномерное покрытие «стыка» набо-
ром зондов. В экспериментальном чипе на платформе 
Agilent 5 зондов длиной 36 н.о. с шагом 9 н.о. равно-
мерно покрывали весь участок соединения, валидация 
показала 70–85% точность детекции [34]. Микрочип 
Human Transcriptome Array 2.0 (Affymetrix) содержит 
зонды к 260 488 соединениям, каждое соединение 
«покрыто» 4 зондами с шагом 2 н.о. [35].

Таким образом, несмотря на трудности, обуслов-
ленные термодинамическими ограничениями, зонды, 
ориентированные на соединения экзон–экзон или эк-
зон–интрон в составе мРНК, обеспечивают высокую 
точность оценки событий АС в сравнении с экзон-на-
правленными зондами. Поэтому большинство экспери-
ментальных микрочипов для исследования АС содер-
жат оба вида зондов.

Результаты исследований АС, полученные  
с применением ДНК-микрочипов

Механизмы процессинга и сплайсинга пре-мРНК. 
Изучение механизмов процессинга пре-мРНК и выяв-
ление генов-мишеней факторов сплайсинга явилось 
одной из первых фундаментальных областей иссле-

дований с применением сплайсинг-ориентированных 
ДНК-микрочипов. В работе J.C. Castle и соавт. [30], ох-
ватывающей 48 образцов тканей и клеточных линий че-
ловека, выявлено более 9500 событий АС. Совокупный 
анализ уровней экспрессии факторов сплайсинга, кас-
сетных экзонов, последовательностей пре-мРНК об-
наружил или подтвердил наличие 143 цис-элементов 
сплайсинга.

Дальнейшее развитие данного направления иссле-
дований проводилось с использованием эксперимен-
тального сплайсинг-ориентированного микрочипа на 
платформе Agilent, содержащего зонды для оценки 
1804 событий АС у 482 генов, ассоциированных с он-
когенезом и процессингом пре-мРНК [31]. В частности, 
выявлен профиль генов-мишеней регулятора CPEB1, 
отвечающего за выбор альтернативных сайтов по-
лиаденилирования пре-мРНК, подтверждены сплай-
синг-ассоциированный и сплайсинг-независимый ме-
ханизмы смещения сайта полиаденилирования [33]. 
В ходе изучения антипролиферативного механизма 
молекулы сплайсеостатина А (SSA) была предложена 
механистическая модель взаимодействия пре-мРНК с 
элементами сплайсосомы SF-3b-155 и U2 snRNP, опи-
саны нарушения данного взаимодействия под влия-
нием молекулы SSA [36]. Обработка клеток HCT116 
камптоцетином (CPT), ингибитором топоизомеразы I, 
вызывала изменения паттерна сплайсинга 998 генов, 
140 из которых участвовали в регуляции сплайсинга и 
процессинга пре-мРНК. Предложен механизм, соглас-
но которому ингибирование топоизомеразы I приводит 
к гиперфосфорилированию РНК-полимеразы II, сниже-
нию скорости транскрипции и нарушению работы ассо-
циированных с полимеразой факторов сплайсинга [37, 
38]. В работе M. Dutertre и соавт. [39] показано, что ин-
гибиторы топоизомераз обусловливают АС 3’-экзонов 
за счет интерференции связывания альтернативного 
3’-экзона с компонентом сплайсосомы HuR/ELAVL1.

Механизмы АС с участием РНК-хеликаз Ddx5 и 
Ddx17, являющихся компонентами сплайсосомы [40], 
были исследованы с использованием микрочипа 
Human Exon Array [41]. Установлено, что взаимодей-
ствие Ddx5/17 с ядерным рибонуклеопротеином hnRNP 
H/F обеспечивает также его взаимодействие с «силь-
ными» (распознаваемыми в первую очередь) сайтами 
сплайсинга и включение экзонов, фланкированных 
такими сайтами, в состав зрелой мРНК. Кроме того, 
выявлена роль Ddx5/17 как регуляторов сплайсинга в 
ходе внутриклеточного сигналинга в ответ на связыва-
ние стероидных гормонов с соответствующими рецеп-
торами [41, 42].

Масштабные исследования с применением микрочи-
пов, направленных на соединения экзонов, позволили 

Рис. 4. Влияние длины зонда, ориентиро-
ванного на стык экзонов, на кросс-гибри-
дизацию. Избыточная длина зонда обус-
ловливает его кросс-гибридизацию за счет 
частичного связывания
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установить базовые механизмы функционирования 
первичных факторов сплайсинга — SRSF1 и SRSF2 
[43], PTB [44], семейства hnRNP [45]. Данные регулято-
ры опосредуют как включение, так и пропуск экзонов, 
что зависит от многих факторов: силы и локализации 
сайтов сплайсинга, длины соседних интронов и соста-
ва сплайсосомы.

Паттерны АС при онкологических заболевани-
ях. Исследования дифференциальной экспрессии ге-
нов в ходе канцерогенеза являются самой обширной 
областью применения ДНК-микрочипов. Однако лишь 
небольшая часть работ затрагивает изучение опухоль-
ассоциированных паттернов сплайсинга. Выявление 
специфических сплайсированных изоформ, характер-
ных для определенного вида опухоли, является обос-
нованным подходом к поиску таргетных препаратов, 
терапевтических и прогностических маркеров.

В ходе изучения паттернов АС при раке легкого [46, 
47], раке кишечника [48], опухолях мозга [49, 50], лей-
кемии [51–54], лимфоме Ходжкина [55], плоскоклеточ-
ном раке головы и шеи [56] выявлено, что чаще других 
в ходе канцерогенеза АС подвергаются гены компонен-
тов цитоскелета, реализации и контроля клеточного 
цикла, межклеточного взаимодействия, реализации и 
регуляции апоптоза.

Целый блок исследований АС, выполняемых с 
применением ДНК-микрочипов, посвящен изучению 
опухольассоциированных механизмов сплайсинга и 
процессинга пре-мРНК. В масштабном исследова-
нии A. Sveen и соавт. [57, 58], охватывающем 7 типов 
солидных опухолей, нестабильность транскриптома 
признана генеральной особенностью канцерогене-
за, что обусловлено снижением экспрессии факторов 
сплайсинга. Схожие результаты получены в работе 
P.E. Carrigan и соавт. [59]. Они свидетельствуют о сни-
жении разнообразия сплайсированных изоформ, а так-
же уровня экспрессии 28 генов сплайсосомы в клеточ-
ных линиях рака поджелудочной железы Capan-1 и 
MiaPaCa2 по сравнению с клетками протока поджелу-
дочной железы HPDE6. Избыточная активация факто-
ра c-Jun ассоциирована с онкогенной трансформаци-
ей и обусловливает резистентность клеток к апоптозу 
[60–63]. Нокаут транскрипционного фактора c-Jun в 
клетках эпителия молочной железы мышей приводил 
к изменениям уровня экспресии 114 генов процессинга 
и сплайсинга пре-мРНК. При этом целый ряд апоптоз-
ассоциированных генов (Сasp-8, Casp-9, Kifap3, Wisp1 
и др.) подвергались АС. Выявлен механизм онкогенно-
го действия c-Jun, ингибирующего проапоптотический 
фактор сплайсинга SRSF2 и работу сплайсосомы [64]. 
Исследование 31 линии опухолей молочной железы, 
принадлежащих к 3 подтипам, выявило схожие пат-
терны АС внутри каждого подтипа [65]. Показано, что 
тканеспецифичный фактор сплайсинга Fox2 является 
одним из основных регуляторов, определяющих специ-
фичные для каждого подтипа паттерны АС.

Паттерны АС, ассоциированные с дифференци-
ровкой клеток и тканей. Дифференцировка клеток и 
тканей реализуется путем регуляции экспрессии генов 
как на количественном уровне, так и путем измене-

ния паттернов АС, приводящих к наработке тканеспе-
цифичных белковых изоформ. Тканеспецифичный 
сплайсинг реализуется координированной активнос-
тью общих факторов (белки семейств SR, hnRNP) 
и специфических факторов, таких как Nova, nPTB, 
Fox, nSR100, MBNL, CELF [66–68]. В исследованиях 
C.C. Warzecha с соавт. [69] были идентифицированы 
факторы сплайсинга, ответственные за дифферен-
цировку эпителиальной ткани и поддержание эпите-
лиального фенотипа — ESRP1 и ESRP2. Авторами 
[70, 71] установлены спектр генов-мишеней, основ-
ной мотив цис-элементов  — UGG, принцип регуляции 
сплайсинга: цис-элементы, находясь в составе ниже-
лежащего интрона, ведут к включению экзона в зре-
лый транскрипт, а находясь в составе экзона, ведут 
к его исключению. Нокаут ESRP1 и ESRP2 приводит 
к драматическим изменениям паттернов сплайсинга 
и к утрате эпителиального фенотипа, что было ин-
терпретировано как эпителиально-мезенхимальный 
переход. Схожим образом проанализированы особен-
ности регуляции сплайсинга фактором Fox, специфич-
ным для мозга, сердца и поперечно-полосатых мышц. 
Исследован спектр генов-мишеней, определен основ-
ной регуляторный цис-элемент UGCAUG, являющийся 
энхансером или сайленсером в составе нижележащего 
или вышележащего интронов соответственно [72, 73].

С применением сплайсинг-ориентированных мик-
рочипов были исследованы процессы дифференци-
ровки и паттерны АС, характерные для нервной ткани. 
Дифференцировка клеток мышиной эмбриональной 
карциномы Р19 в нейроны, индуцированная трансре-
тиноевой кислотой, сопровождалась появлением 
нейроспецифического фактора сплайсинга nPTB и 
исчезновением общего репрессора сплайсинга PTB. 
Установлено, что сплайсинг 26% экзонов (54 из 202) в 
ходе дифференцировки регулируется нейроспецифи-
ческим фактором nPTB [74]. Масштабное сравнитель-
ное исследование транскриптома мозга интактных мы-
шей и мышей c нокаутированным специфическим для 
мозга регулятором сплайсинга Nova выявило около 600 
событий АС. Полученные данные, интегрированные с 
анализом цис-регуляторных элементов, позволили ус-
тановить: а) цис-элементы Nova в составе нижележаще-
го интрона являются энхансерами, а в составе экзона и 
вышележащего интрона — сайленсерами сплайсинга; 
б) факторы Nova и Fox совместно регулируют около 100 
экзонов; в) Nova выполняет двухуровневую регуляцию 
белок-белковых взаимодействий, задействованных в 
синаптических контактах, — как генов киназ и фосфа-
таз (25 и 9 соответственно), так и экзонов, кодирующих 
фосфорилируемые участки белков [75].

Анализ транскриптома трех типов клеток — эпите-
лиоцитов, фибробластов и клеток эндотелия — вы-
явил характерный для каждого типа паттерн сплайси-
рованных изоформ, который сохранялся независимо 
от происхождения. Например, эпителиоциты легкого, 
простаты, почки, молочной железы и других органов 
имели общий паттерн сплайсированных изоформ. 
Характерные для каждого типа клеток паттерны АС 
были обусловлены экспрессией тканеспецифичных ре-
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гуляторов сплайсинга. Так, в эпителиоцитах усиленно 
экспрессировались факторы ESRP и hnRNP, в фибро-
бластах — NOVA1 и RBFox2, в клетках эндотелия — 
PTBP и MBNL [76].

Таким образом, результаты исследований четко де-
монстрируют, что АС является необходимым инструмен-
том поддержания клеточной и тканевой идентичности.

Поиск диагностических маркеров и исследова-
ние механизмов развития патологий с использо-
ванием сплайсинг-ориентированных микрочипов. 
Поскольку отделы центральной нервной системы обла-
дают максимальным разнообразием репертуара сплай-
сированных изоформ [14, 30], то сплайсинг-ориенти-
рованные ДНК-микрочипы находят применение при 
исследованиях и диагностике нейродегенеративных 
заболеваний. В настоящее время ведется поиск сплай-
сированных вариантов мРНК, присутствующих в кро-
ви, с целью ранней диагностики болезни Альцгеймера 
и Паркинсона — до наступления клинических проявле-
ний [77–79].

Сравнение возрастных и обусловленных патоло-
гиями изменений транскриптома височной доли коры 
головного мозга [80] выявило, что развитие болезни 
Альцгеймера и лобно-височной долевой дегенерации 
ассоциировано со снижением уровня экспрессии ре-
гулятора сплайсинга Nova. Было показано, что сни-
жение активности регулятора напрямую обусловлива-
ет дисбаланс в АС у 20 экзонов нейронспецифичных 
генов, ответственных за синаптическую передачу. 
Такое нейродегенеративное заболевание, как боко-
вой амиотрофический склероз, обусловлено мутацией 
гена TARDBP, кодирующего компонент сплайсосомы 
TBP-43 [81]. В результате сравнения транскриптома 
моторных нейронов у здоровых волонтеров и пациен-
тов с боковым амиотрофическим склерозом обнаруже-
ны различия в паттернах сплайсинга более 4000 генов, 
большинство из которых участвует в формировании 
цитоскелета и поддержании формы клетки [82].

Изучение паттернов сплайсинга в биоптатах дисталь-
ных мышц у пациентов c миотонической дистрофией 
позволило подтвердить механизм развития и выявить 
ранние маркеры заболевания. Усиленное связывание 
регулятора сплайсинга MBNL1 c амплифицированны-
ми CUG- или CCUG-повторами в составе пре-мРНК 
мутантных генов DMPK или ZNF9/CNBP вызывает бло-
кировку MBNL1 и нарушение сплайсинга остальных 
мРНК, являющихся мишенями данного регулятора [83, 
84]. Показано, что у пациентов без выраженных клини-
ческих проявлений заболевания выявлялись сплайси-
рованные изоформы генов INSR, TTN, RYR1, CAMK2B, 
ARFGAP2. При этом все обозначенные гены являлись 
мишенями регулятора сплайсинга MBNL1 [85].

Таким образом, сплайсинг-ориентированные ДНК-
микрочипы служат инструментом поиска новых диа-
гностических маркеров и исследований патогенеза 
заболеваний на молекулярном уровне, но пока не при-
меняются в диагностике. Вместе с тем ДНК-микрочи-
пы, используемые для генотипирования, уже сейчас 
являются инструментом диагностики. В 2010 г. меж-
дународная рабочая группа по вопросам клинической 

геномики рекомендовала использование микрочипов 
в диагностике врожденных аномалий развития в ка-
честве теста первого выбора вместо кариотипиро-
вания [86]. В ряде стран метод ДНК-микрочипов ис-
пользуется в клинико-диагностической практике для 
выявления хромосомных перестроек, ассоциирован-
ных с широким спектром нарушений [87–90]. Можно 
ожидать, что в дальнейшем будут валидированы пулы 
мРНК, имеющие диагностическую и прогностическую 
значимость при заболеваниях различного генеза, а 
введение сплайсинг-ориентированных микрочипов в 
клинико-диагностическую практику представляется 
делом ближайших лет.

Перспективные направления исследований

Разработка генно-инженерных способов получения 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
(ИПСК) [91–93] открыла широкие перспективы для 
регенеративной медицины. В настоящее время ос-
новная часть работ, касающихся транскриптома СК, 
посвящена динамике суммарной экспрессии генов в 
ходе дифференцировки и поддержания плюрипотент-
ного состояния СК [94–98]. Немногочисленные рабо-
ты, касающиеся АС в ИПСК, свидетельствуют о том, 
что данный процесс является критически важным для 
поддержания плюрипотентного состояния [99, 100] и 
дифференцировки СК [101–103]. Можно ожидать, что 
изучение процессов АС в ходе индукции и коммитиро-
вания ИПСК с помощью сплайсинг-ориентированных 
ДНК-микрочипов станет развивающимся сегментом 
биомедицины.

Другим важным разделом исследований, остаю-
щимся относительно малоизученным в контексте АС, 
является моделирование инфекционного процесса — 
изучение паттернов АС клеток иммунной системы и ин-
фицированных клеток в ходе развития инфекционного 
процесса и реализации иммунного ответа. Так, деталь-
но изучены динамические особенности транскрипто-
ма в ходе дифференцировки и активации различных 
субпопуляций иммуноцитов [104–110]. Изменения сум-
марной экспрессии генов изучены при инфицировании 
клеток нервной системы вирусом аргентинской гемор-
рагической лихорадки [111], HSV-1 [112], при инфи-
цировании гепатоцитов вирусом гепатита С [113], при 
моделировании бактериальной инфекции астроцитов 
[114], клеток эпителия кишечника [115]. При этом воп-
росы регуляции АС ключевых генов иммунного ответа 
в контексте инфекционного процесса освещены очень 
скудно и требуют дальнейшего изучения [116, 117].

Несмотря на все более широкое применение техно-
логии РНК-секвенирования, ДНК-микрочипы по-пре-
жнему остаются основным инструментом исследований 
транскриптома. Благодаря компромиссу между финан-
совыми затратами, ценностью и объемом получаемых 
результатов, в ближайшее десятилетие следует ожи-
дать значительного увеличения доли биомедицинских 
исследований АС с применением ДНК-микрочипов, а 
также внедрения сплайсинг-ориентированных микро-
чипов в клиническую практику.

Д.И. Князев, В.Д. Старикова, О.В. Уткин, Л.А. Солнцев, Н.А. Сахарнов, Е.И. Ефимов



СТМ ∫ 2015 — том 7, №4  169

 ОбзОры  

Финансирование исследования и конфликт ин-
тересов. Исследование не финансировалось какими-
либо источниками, и конфликты интересов, связанные 
с данным исследованием, отсутствуют.
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