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Аннотация. Альтернативный сплайсинг мРНК – ключевой этап посттран-

скрипционной регуляции экспрессии генов, который обеспечивает экспрессию 
различных изоформ РНК. Этот механизм играет важную роль в развитии и функ-
ционировании плаценты. В качестве объекта исследования выбраны децидуаль-
ные клетки, которые имеют ключевую роль как в поддержании физиологической 
беременности, так и в развитии акушерских осложнений. В исследовании прове-
дено глубокое РНК секвенирование с детальным анализом событий альтернатив-
ного сплайсинга в плацентарной ткани при физиологическом течении беремен-
ности. Для анализа аннотированных классических событий альтернативного 
сплайсинга использованы программы MAJIQ, rMATS, SGSeq. В децидуальных 
клетках идентифицировано с помощью программы MAJIQ 3 501 аннотированное 
бинарное событие АС для 2 731 генов; с помощью программы rMATS – 
66 687 событий для 14 784 генов; с помощью программы SGSeq – 15 782 события 
для 5 616 генов. Идентифицировано 15 887 экспрессирующихся в плаценте и под-
верженных альтернативному сплайсингу, из которых 1 857 генов являются об-
щими по результатам трех различных программ. Анализ реконструированной 
генной сети позволил выявить регуляторные связи, обеспечивающие координи-
рованную экспрессию большинства центральных генов, которые ассоциированы 
с иммунной системой, клеточной миграцией, межклеточными контактами и ре-
гуляцией экспрессии. Полученные результаты подтверждают важность альтерна-
тивного сплайсинга, который существенно увеличивает транскрипционное раз-
нообразие и представляет собой значимый механизм регуляции генов в дециду-
альных клетках.  

Ключевые слова: альтернативный сплайсинг, полнотранскриптомное секве-
нирование, плацента, децидуальные клетки, MAJIQ, rMATS, SGSeq 
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Summary. The alternative splicing study (AS) is of considerable interest to re-
searchers, since this process is fundamental in molecular biology and leads to the ex-
pression of various protein isoforms from a single gene. Alternative splicing is known 
to regulate the expression of genes involved in the development and functioning of the 
placenta. It is known that one of the decisive events for the successful implantation of 
the embryo and the development of the placenta is the differentiation of endometrial 
stromal cells into decidual cells, which play a key role both in maintaining physiologi-
cal pregnancy, in this regard, they are the most interesting object for the study of AS 
events during pregnancy. The aim of the study is to analyze and characterize the events 
of alternative splicing in decidual cells during physiological pregnancy.  

MAJIQ, rMATS, and SGSeq programs are selected for the analysis of AS events. 
Thus, in the total array of the control group, 3501 annotated AS events for 2731 genes 
were identified using the MAJIQ; 66687 events for 14784 genes were identified using 
the rMATS; 15782 events for 5616 genes were identified using the SGSeq. The next 
step was to classify all events according to 7 types of AS for the MAJIQ and SGSeq, 
and 5 types of events for the rMATS (See Fig. 1). When searching for common genes, 
low replication of the results was shown (33.9%), since only 5,387 genes were identi-
fied in at least two programs at the same time. 

In order to provide a more detailed functional annotation of genes affected by AS, 
1857 genes common to all three programs were analyzed (See Fig. 2). The analysis of 
the protein-protein network reconstructed using the "STRING" program included 386 
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protein products (high confidence = 0.999) and 98 clusters. These genes are associated 
with chromatin modification, transcription regulation, intercellular signaling, cell mi-
gration, intercellular adhesion, immune system, apoptosis, and the NF-kappaB signal-
ing pathway according to the detailed functional annotation in the GeneOntology, 
KEGG, Reactome databases. These signaling pathways are crucial for the development 
and maintenance of fetal health and their violation can lead to various obstetric pathol-
ogies, in connection with which it seems relevant to further study this mechanism of 
RNA processing in a cohort of patients with obstetric pathology. 

The article contains 2 Figures, 12 References. 
Keywords: alternative splicing, whole transcriptome sequencing, placenta, decid-

ual cells, MAJIQ, rMATS, SGSeq 
 
Funding: This work was supported by the state assignment (fundamental scientific re-
search No. 122020200083-8). 
 
For citation: Gavrilenko MM, Trifonova EA, Babovskaya AA, Zarubin AA, Swa-
rovskaya MG, Izhoykina EV, Stepanov VA. Approaches to the analysis of alternative 
splicing events in human placental decidual cells. Vestnik Tomskogo gosudarstvennogo 
universiteta. Biologiya = Tomsk State University Journal of Biology. 2025;69:48-57. 
doi: 10.17223/19988591/69/6 

 
Введение 

 
Изучение альтернативного сплайсинга (АС) представляет значительный 

интерес для исследователей, поскольку данный процесс является фундамен-
тальным в молекулярной биологии, в ходе которого одна пре-мессенджер-
ная РНК (пре-мРНК) может быть сплайсирована различными способами для 
получения множества транскриптов мРНК, что приводит к экспрессии раз-
личных изоформ белка из одного гена. Известно, что 95% генов подвержено 
альтернативному сплайсингу [1]. 

По своей сути альтернативный сплайсинг предполагает избирательное 
включение или исключение экзонов (кодирующих областей) и/или интро-
нов (некодирующих областей) в процессинге мРНК. Существует несколько 
классических (бинарных) типов событий АС [2], каждый из которых приво-
дит к различным изоформам мРНК: альтернативные 3'- и 5'-сайты сплай-
синга, альтернативные первый и последний экзоны, взаимоисключающий 
сплайсинг экзонов, удержание интрона, пропуск экзона. 

Известно, что альтернативный сплайсинг регулирует экспрессию генов, 
участвующих в развитии и функционировании плаценты. Изменение экс-
прессии плацентарных генов может нарушить такие важные процессы, как 
дифференцировка трофобласта, ангиогенез, транспорт питательных ве-
ществ и иммунный гомеостаз, что может привести к осложнениям беремен-
ности [3, 4]. Несмотря на всесторонний анализ альтернативного сплайсинга 
пре-мРНК во многих тканях и клетках человека в норме и при патологии, 
ранее не проводился глобальный скрининг изменений альтернативного 
сплайсинга в отдельных клеточных популяциях плацентарной ткани. Деци-
дуальные клетки (ДК) плаценты играют ключевую роль как в поддержании 
физиологической беременности, так и при развитии ее неблагоприятных ис-
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ходов, предположительно данные функции связаны с их участием в процес-
сах гемостаза, воспалении и иммунном ответе [5]. В связи с этим ДК явля-
ются наиболее интересным объектом для исследования событий АС при бе-
ременности. 

Немаловажным является выбор биоинформатического инструмента для 
анализа событий АС. Двумя распространенными типами биоинформатиче-
ского анализа альтернативного сплайсинга являются анализ на основе изо-
форм и анализ на основе событий [6]. Анализ на основе событий фокусиру-
ется на выявлении и количественной оценке конкретных событий АС, таких 
как пропуск экзона, альтернативные 5'- или 3'-сайты сплайсинга, удержание 
интрона, альтернативные первый и последний экзоны и взаимоисключаю-
щие экзоны. В данном случае обычно используются такие инструменты, как 
MAJIQ [7], rMATS [8], SGSeq [9]. Методы анализа, основанные на событий-
ном подходе, обладают более высокой чувствительностью и специфично-
стью для выявления событий АС даже при низких уровнях экспрессии бла-
годаря точной количественной оценке считываний сплайсинговых соедине-
ний или уровней включения экзонов.  

Цель исследования заключается в сравнении подходов к анализу собы-
тий альтернативного сплайсинга в децидуальных клетках при физиологиче-
ской беременности. 

 
Материалы и методы 

 
Глубокое секвенирование проведено для 8 образцов плацентарной ткани, 

полученной от женщин с физиологическим течением беременности. Сред-
ний возраст составил 29,5 ± 5,8 года. Срезы плацентарной ткани охаракте-
ризованы гистологически с окрашиванием гематоксилин-эозином. Лазерная 
микродиссекция осуществлена на оборудовании PALM «Carl Zeiss» (Герма-
ния) с технологией автоматизированного захвата фрагментов «Laser Capture 
Microdissection». Из полученных на диссекторе отдельных клеток выделена 
РНК для создания РНК-библиотек. Для выделения тотальной РНК исполь-
зован набор Single Cell RNA Purification Kit «Norgen» (Канада). Концентра-
ция и качество РНК оценены с помощью 2100 Bioanalyzer «Agilent» (США). 
Приготовление библиотек проведено по протоколу SMARTer Stranded Total 
RNA-Seq Kit v2 «Takara» (Япония). Массовое параллельное секвенирование 
проведено в режиме двухконцевого прочтения (2х100 п.о.) на приборе Next-
seq 2000 «Illumina» (США). Расчетное число прочтений на образец состав-
ляло не менее 60 млн. 

Предобработка данных проведена с помощью общепринятых подходов. 
Анализ качества полученных сиквенсов выполнен с помощью программы 
FastQC. Последовательности адаптеров удалены с помощью программы 
Trimmomatic. Выравнивание полученных транскриптомных данных на ре-
ференсный геном человека (GRCh38) выполнено с помощью программы 
STAR. Анализ событий АС проведен с помощью программ MAJIQ, rMATS, 
SGSeq. 
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Результаты исследования и обсуждение 
 
Для анализа событий альтернативного сплайсинга выбраны программы 

MAJIQ, rMATS, SGSeq, так как они существенно обновлены в 2023–2024 гг. 
и имеют возможность визуализации. Сам анализ был сосредоточен на анно-
тированных классических событиях, так как при предварительном анализе 
их оказалось большинство. 

Таким образом, в общем массиве контрольной группы с помощью про-
граммы MAJIQ идентифицировано 3 501 аннотированное бинарное событие 
АС для 2 731 гена; с помощью программы rMATS идентифицированы 
66 687 событий для 14 784 генов; с помощью программы SGSeq – 15 782 
события для 5 616 генов. Разное количество идентифицированных событий 
и генов связано с разными подходами, заложенными разработчиками в про-
граммы для анализа альтернативного сплайсинга. Следующим шагом все 
бинарные события были классифицированы согласно 7 типам событий АС 
для программ MAJIQ и SGSeq и 5 типам событий для программы rMATS – 
количество рассчитано в процентах от общего числа событий (рис. 1). 

 

 
 

Рис. 1. Распределение аннотированных событий альтернативного сплайсинга в группе 
женщин с физиологической беременностью (A3SS – альтернативный 3'-сайт  

сплайсинга; A5SS – альтернативный 5'-сайт сплайсинга; MXE – взаимоисключающие 
экзоны; RI – удержание интрона; SE – пропуск экзона; AFE – альтернативный первый 
экзон; ALE – альтернативный последний экзон; – в программе rMATS события AFE  

и ALE не определяются). По оси X – тип событий АС; по оси Y – процентное  
соотношение для каждого типа событий 

[Fig. 1. Distribution of annotated alternative splicing events in a group of women with physiological 
pregnancy (A3SS - alternative 3'-splicing site; A5SS - alternative 5'-splicing site; MXE - mutually  

exclusive exons; RI - intron retention; SE - exon skipping; AFE - alternative first exon; ALE - alternative 
last exon; - AFE and ALE events are not defined in the rMATS program). On the X-axis - type  

of AS events; on the Y-axis - the percentage per event type] 
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Из приведенных данных видно, что наиболее распространенным типом 
АС является пропуск экзона, что показано для всех трех программ, что со-
гласуется с уже давно известным положением о преобладании пропуска эк-
зона у млекопитающих. Далее мы можем наблюдать вариативность. В про-
грамме MAJIQ альтернативный первый экзон является вторым по распро-
страненности событием АС, в rMATS – альтернативный 3'-сайт сплайсинга, 
тогда как в SGSeq – удержание интрона, что подтверждается новыми дан-
ными о росте событий удержания интрона [10]. Наименее редким событием 
являются взаимоисключающие экзоны, что также показано по результатам 
анализа данных всеми тремя программами. Следующим шагом для этой за-
дачи являлся поиск пересекающихся генов среди всего массива данных 
(рис. 2).  

 

 
 

Рис. 2. Диаграмма Венна, демонстрирующая общность и специфичность генов,  
подверженных альтернативному сплайсингу и выявленных 

 с помощью программ MAJIQ, rMATS, SGSeq 
[Fig. 2. Venn diagram demonstrating the generality and specificity of genes subject  

to alternative splicing and identified using MAJIQ, rMATS, SGSeq programs] 
 

При анализе результатов полученных данных важно отметить, что коли-
чество генов, подверженных АС, значительно варьировало (от 2 731 до 
14 784). Идентифицировано 15 887 генов, экспрессирующихся в плаценте и 
подверженных альтернативному сплайсингу. При поиске общих генов по-
казана низкая репликация результатов (33,9%), так как всего 5 387 генов вы-
явлены хотя бы в двух программах одновременно. Низкая репликация мо-
жет быть связана с различными статистическими и алгоритмическими под-
ходами в используемых программах, кратко описанных выше. 

В целях более детальной функциональной аннотации генов, подвержен-
ных АС, был проведен анализ 1 857 общих для всех трех программ генов. 
Анализ реконструированной с использованием программы «STRING» бе-
лок-белковой сети включал в себя 386 белковых продуктов (high confi-
dence = 0,999) и 98 кластеров, из которых 8 кластеров включали в себя 8 и 
более генов, 57 кластеров по 2 гена, количество генов в остальных кластерах 
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варьировалось от 3 до 5 включительно. Согласно подробной функциональ-
ной аннотации в базах данных GeneOntology, KEGG, Reactome с помощью 
онлайн-ресурса WebGestalt (https://www.webgestalt.org/), эти гены связаны с 
модификацией хроматина, регуляцией транскрипции, межклеточным сигна-
лингом, миграцией клеток, межклеточной адгезией, иммунной системой, 
апоптозом и сигнальным путем NF-kappaB. Эти сигнальные пути имеют ре-
шающее значение для развития и поддержания здоровья плода, и их нару-
шение может привести к различным акушерским патологиям [11, 12], в 
связи с чем представляется актуальным дальнейшее изучение данного ме-
ханизма процессинга РНК в когорте пациенток с акушерской патологией. 

 
Заключение 

 
В исследовании проведена оценка событий альтернативного сплайсинга 

в децидуальных клетках плаценты при физиологической беременности с по-
мощью трех биоинформатических программ MAJIQ, rMATS, SGSeq. Со-
гласно результатам анализа данных во всех трех подходах самым распро-
страненным событием является пропуск экзона, а самым редким – взаимо-
исключающие экзоны, также выявлено 1 857 общих генов, подверженных 
альтернативному сплайсингу. Но продемонстрирована низкая репликация 
результатов, так как всего 5 387 генов (33,9%) выявлено хотя бы в двух про-
граммах одновременно. Это может быть связано с различными математиче-
скими подходами, заложенными разработчиками в алгоритмы программ, в 
связи с чем целесообразно использовать несколько подходов для идентифи-
кации событий АС и для последующего анализа выбирать те гены, которые 
являются общими для всех примененных в исследовании программ.  
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