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В геноцентричном режиме проведен сравнительный анализ результатов геномного, транскриптом-
ного и протеомного профилирования образцов клеточной линии HepG2. Показана прослеживае-
мость на транскриптомном и протеомном уровнях изменений, связанных с наличием несинони-
мичных однонуклеотидных замен и инделов в геноме. На транскриптомном уровне регистрируется
большинство молекулярных событий, вызванных аберрациями на геномном уровне. В то же время
лишь единичные протеоформы могут быть детектированы из числа кодируемых выбранными му-
тантными генами. Вероятно, это связано с методическими ограничениями протеомных методов, не
позволяющих регистрировать протеоформы, присутствующие в образце в низких концентрациях.
Результаты исследования согласуются с ранее полученными данными других научных групп и опи-
сывают принципиальные методические решения, требуемые для расшифровки молекулярного
постгеномного портрета биологических образцов с разрешением на уровне аберрантных молекул.
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ВВЕДЕНИЕ
Реализация генетической информации в каждом

органе, ткани и клетке живых организмов зависит
от конкретной роли, направленной на обеспечение
функционирования целостного организма. Для че-
ловека известно около 20 тыс. белок-кодирую-
щих генов (Ensembl release 94), что в несколько
раз меньше первоначальных оценок, которые бы-
ли сделаны на старте международного проекта
“Геном человека” (Venter et al., 2001; Smith, Kelle-
her, 2013). В каждом типе ткани экспрессируется в
среднем 50–60% всего генома (GTEx Consortium,
2015), при этом количество вариантов белковых
продуктов (протеоформ), кодируемых одним ге-
ном, может достигать 100 (Ponomarenko et al.,
2016; Aebersold et al., 2018). Многообразие протео-
форм обусловливает протеомную гетерогенность.

Основные источники протеомной гетероген-
ности – несинонимичные однонуклеотидные за-
мены, альтернативный сплайсинг и посттрансля-
ционные модификации. Каждый вариант белка
(протеоформа) может иметь отличную от других
функцию, участвуя в различных биологических
процессах (Poverennaya et al., 2020). Показано, что

из 65 тыс. несинонимичных полиморфизмов, най-
денных в геноме человека, более 30% являются
причиной возникновения белков с измененными
функциями (Yip et al., 2008). Следовательно, из-
менение или нарушение функции только одного
белка может приводить к перестройке взаимосвя-
зей между различными уровнями (транскриптом-
ным, протеомным, метаболомным) реализации
генетической информации, меняя молекулярный
постгеномный портрет.

Развитие технологий молекулярного анализа в
направлении высокопроизводительного секвени-
рования и масс-спектрометрии привело к накопле-
нию существенных массивов данных, что, в свою
очередь, способствовало углублению знаний о воз-
можностях реализации генома. Полученные в хо-
де таких исследований наборы данных используют
для системного изучения и последующего муль-
тиомного моделирования (Vitrinel et al., 2019)
взаимосвязей между различными омикс-слоя-
ми – геномным, транскриптомным, трансля-
томным, протеомным. Выявленные механизмы
эпигенетической регуляции экспрессии, механиз-
мы регуляции экспрессии гена на уровне трансля-

УДК 577.1:57.088



108

УСПЕХИ СОВРЕМЕННОЙ БИОЛОГИИ  том 143  № 2  2023

ПОВЕРЕННАЯ и др.

ции, связи между уровнем транскрипта и белка
(Edfors et al., 2016) – сложные, не позволяющие
описать процессы реализации генетической ин-
формации линейными закономерностями, напри-
мер простой зависимостью между количеством
мРНК и соответствующего белка в клетке (Tenzer
et al., 2016; Poverennaya et al., 2017). Ключевой фак-
тор для корректного моделирования биологиче-
ских процессов – коэффициент переноса/потерь
информации между различными слоями реализа-
ции генетической информации и, в итоге, конеч-
ным фенотипическим проявлением.

В данной работе изучен вопрос о последова-
тельной реализации мутаций (несинонимичных
однонуклеотидных замен и инделов) на примере
клеточной линии HepG2 (Arzumanian et al., 2021).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование клеточной линии HepG2

Клеточная линия HepG2 (гепатобластома чело-
века, SCC249) была приобретена у Merck KGaA,
Deutschland. После оттаивания клетки культиви-
ровали в среде DMEM/F12 с добавлением 10%
эмбриональной телячьей сыворотки и 100 ед./мл
пенициллина/стрептомицина (все от Gibco, USA) в
СО2-инкубаторе в стандартных условиях (5% СО2,
37°C, влажность 100%). Для подготовки образцов
клетки отделяли 0.25%-ным раствором трипсин-
ЭДТА (ПанЭко, Россия), трижды промывали PBS
и подсчитывали в камере Горяева. Все используе-
мые операции и реагенты были максимально уни-
фицированы для каждого образца нестационарной
клеточной линии, чтобы свести к минимуму воз-
можные технические ошибки.

Полногеномное секвенирование
ДНК выделяли с помощью набора PureLink

Genomic DNA Mini Kit (Thermo FS, USA), соглас-
но протоколу производителя. В финальной кон-
центрации ДНК 100 нг в объеме 50 мкл была подго-
товлена библиотека с использованием TruSeq Nano
DNA Library Prep Kit (Illumina, USA). Контроль
концентрации полученной библиотеки осуществ-
ляли с помощью набора Qubit dsDNA HS Assay Kit
(Thermo FS, USA) на флуориметре Qubit 2.0 (Invi-
trogen, USA). Секвенирование было произведено
на приборе NovaSeq 6000 (Illumina, USA) с длиной
прочтения 2 × 150 п.о. Качество геномных данных
проверяли с помощью программы FastQC (Trivedi
et al., 2014). Для обработки результатов секвени-
рования использовали фреймворк bcbio-nextgen
(https://github.com/bcbio/bcbio-nextgen). Анализ
данных выполнялся в соответствии с рекоменда-
циями GATK best practices от Broad Inst., USA.

Поиск несинонимичных однонуклеотидных за-
мен и инделов проводили относительно рефе-

ренсного генома (Ensembl v103) в GATK Haplotype-
Caller (van der Auwera et al., 2013), как для геном-
ных данных. Полученные генетические варианты
аннотировались с помощью программы Jannovar;
их также искали в каталоге Cancer Gene Census
(https://cancer.sanger.ac.uk/census).

Собранные данные депонированы в SRA NCBI,
номер проекта PRJNA765908.

Транскриптомное секвенирование
РНК выделяли с помощью набора PureLink

RNA Mini Kit (Thermo FS, USA), согласно про-
токолу производителя. В финальной концен-
трации РНК 10 нг в объеме 50 мкл была подго-
товлена кДНК-библиотека с использованием
TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit (Illumi-
na, USA). Контроль концентрации полученной
библиотеки осуществляли с помощью набора Qubit
dsDNA HS Assay Kit (Thermo FS, USA) на флуори-
метре Qubit 2.0 (Invitrogen, USA). Секвенирование
было произведено на приборе NovaSeq 6000 (Illu-
mina, USA) с длиной прочтения 2 × 100 п.о. Каче-
ство геномных данных проверяли с помощью про-
граммы FastQC. Для обработки результатов секве-
нирования использовали фреймворк bcbio-nextgen
(https://github.com/bcbio/bcbio-nextgen). Анализ
данных выполнялся в соответствии с рекоменда-
циями GATK best practices от Broad Inst., USA.

Поиск несинонимичных однонуклеотидных за-
мен и инделов проводили относительно рефе-
ренсного генома (Ensembl v103) в GATK Haplo-
typeCaller (van der Auwera et al., 2013), как для геном-
ных данных. Полученные генетические варианты
аннотировались с помощью программы Janno-
var; их также искали в каталоге Cancer Gene
Census (https://cancer.sanger.ac.uk/census).

Собранные данные депонированы в SRA NCBI,
номер проекта PRJNA765908. Детально описание
опубликовано в статье (Pyatnitskiy et al., 2021).

Масс-спектрометрия
Белковая фракция из предварительно алкили-

рованного и восстановленного лизата клеток ли-
нии HepG2 была гидролизирована на пептиды мо-
дифицированной протеазой трипсина (Thermo FS,
USA). Далее был выполнен хромато-масс-спек-
трометрический анализ в панорамном режиме в
трех технических повторениях. Хроматографи-
ческое разделение пептидов проводили с помо-
щью хроматографа Ultimate 3000 RSLC Nano system
(Thermo FS, USA). Масс-спектрометрический ана-
лиз выполняли с помощью масс-спектрометра
сверхвысокого разрешения Orbitrap Fusion (Thermo
FS, USA). Полученные файлы масс-спектров бы-
ли проанализировали с помощью пакета Search-
GUI (версия 4.0.5) с использованием трех поиско-
вых алгоритмов (X!Tandem, MS-GF+ и OMSSA)
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(Kiseleva et al., 2018). В качестве референсной ба-
зы аминокислотных последовательностей белков,
по которой производили биоинформатический по-
иск, использовали библиотеку, созданную на осно-
ве белковых сиквенсов человека из репозитория
SwissProt (v.2022_01) с добавлением оригиналь-
ных последовательностей с аминокислотными за-
менами, идентифицированными на транскрип-
томном уровне, а также белков-контаминантов
из базы cRAP (Mellacheruvu et al., 2013). Белок
считали идентифицированным, если удавалось
детектировать не менее двух протеотипических
пептидов длиной 9–26 аминокислотных остат-
ков. Отсечение по ложноположительным иденти-
фикациям как для пептидов, так и для белков и для
совпадающих пар теоретического и эксперимен-
тального спектров установлено на уровне 1%.

Полученные протеомные данные доступны в
Mendeley Data (https://data.mendeley.com/).

Опубликованные данные
Данные полногеномного секвенирования с ана-

логичными параметрами секвенирования исследу-
емого образца клеток HepG2 (технология Illumina,
парноконцевое прочтение с длиной рида 100 п.о.,
покрытие не менее 90Х) выгружены из SRA NCBI
(идентификаторы SRR14832808, SRR5296491).

Данные транскриптомного секвенирования с
аналогичными параметрами секвенирования ис-
следуемого образца клеток HepG2 (технология
Illumina, парноконцевое прочтение с длиной
рида 150 п.о., с суммарным количеством ридов
не менее 30 млн ридов) выгружены из SRA NCBI
SRR17514594 (PRJNA795717), SRR10011494 (PRJ-
NA561411), SRR12132985 (PRJNA643657).

Биоинформатическая обработка полученных
данных проводилась в соответствии с анализом
данных секвенирования исследуемого образца.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Прогресс развития высокопроизводительных

омикс-технологий способствовал расширению
знаний о возможностях реализации генома. Мета-
анализ данных зачастую приводит к противоре-
чивым результатам, которые связаны не только с
различием технологических платформ, на кото-
рых были выполнены исследования, но и с изна-
чальной гетерогенностью образцов. В 2019 г. на
примере широкомасштабного профилирования
образцов клеточной линии HeLa, предоставлен-
ных 13 лабораториями, было показано наличие не-
скольких молекулярных и фенотипических профи-
лей этих клеток (Liu et al., 2019), что изменило пред-
ставление о клеточных линиях как о стабильных
конструктах. Следовательно, для оценки стабиль-
ности путей реализации генетической информации
необходим комплексный анализ результатов муль-

тиомного (геномного, транскриптомного и про-
теомного) профилирования конкретного образца.

На примере клеток HepG2 (аликвоты получе-
ны в максимально унифицированных условиях
одновременно из одного образца клеточной ли-
нии) проведен полногеномный, транскриптом-
ный и протеомный анализ для оценки гетероген-
ности соответствующих молекулярных профилей
с учетом реализации мутаций (несинонимичных
однонуклеотидных замен (nsSNP) и инделов). Для
создания молекулярного портрета гетерогенно-
сти омикс-слоев полученные результаты сопо-
ставлены с опубликованными ранее результатами
профилирования клеточной линии HepG2.

Поиск генетических вариантов по данным 
полногеномного секвенирования

В результате полногеномного секвенирования
(WGS, whole genome sequencing) клеток HepG2
найдено 11674 генетических варианта, из которых
11186 вариантов относились к классу несинони-
мичных однонуклеотидных замен и 488 вариан-
тов являлись инделами. Найденные nsSNP были
распределены по 5858 генам. Из них в 1961 гене
встречались только гомозиготные генетические ва-
рианты (92 индела, 2694 однонуклеотидные за-
мены), в 3155 генах встречались только гетерозигот-
ные генетические варианты (237 инделов, 4841 од-
нонуклеотидная замена). Из 5858 генов для 187
генов известна их роль в онкогенезе, согласно
каталогу Cancer Gene Census. При этом в 55 генах
встречались только гомозиготные генетические
варианты, в 103 генах – только гетерозиготные.

Поиск генетических вариантов 
по данным РНК-секвенирования

По данным РНК-секвенирования (RNASeq)
клеточной линии HepG2 выявлено 13 тыс. экспрес-
сирующихся генов, для которых детектированы
1781 мутация, включая 1633 однонуклеотидные
замены и 148 инделов.

Найденные несинонимичные генетические
варианты распределены по 1296 генам. Из них в
340 генах встречались только гомозиготные гене-
тические варианты (12 инделов, 394 однонуклео-
тидные замены), в 880 генах встречались только ге-
терозиготные генетические варианты (119 инделов,
1018 однонуклеотидных замен). Из 1296 генов для
56 генов известна их роль в развитии онкогенеза,
согласно каталогу Cancer Gene Census. В 14 генах
встречались только гомозиготные, а в 36 генах –
только гетерозиготные генетические варианты.
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Пересечение результатов поиска генетических 
вариантов согласно полногеномным 

и транскриптомным данным

Мы сопоставили 11674 генетических варианта,
обнаруженных в результате полногеномного се-
квенирования, и 1781 генетический вариант, най-
денный в результате секвенирования транскрип-
тома. Сопоставление проводили для каждого ти-
па отдельно – для однонуклеотидных замен и для
инделов.

На рис. 1 представлена диаграмма Венна для
nsSNP. Как следует из данных, 98% вариантов, най-
денных по данным RNASeq, подтверждены по дан-
ным WGS. Из общих 1602 вариантов 1128 являют-
ся гетерозиготами и 474 представляют собой гомо-
зиготы. Из 31 варианта, детектированного только
через RNASeq, 23 – условные гетерозиготы и 8 –
условные гомозиготы. Также из этих 31 варианта
наиболее распространены замены C→T, G→A и
T→C (каждая замена в 6 вариантах). Интересно от-
метить, что первые два типа замен могут быть объяс-
нены феноменом РНК-редактирования. Остальные
замены встречались только 4 раза (G→C) и реже.

Далее мы анализировали пересечение инде-
лов. Как и следовало ожидать, сплайсирование
РНК существенно осложняет работу алгоритмов
поиска инделов, делая качество поиска послед-
них существенно ниже, по сравнению с исследо-
ванием однонуклеотидных замен. Из всех 148 ин-
делов, найденных с помощью RNASeq, только
35% подтверждены данными WGS.

Пересечение результатов поиска генетических 
вариантов согласно полногеномным, 

транскриптомным и протеомным данным

В результате протеомного масс-спектрометри-
ческого профилирования клеток HepG2 при со-
поставлении со стандартной библиотекой канони-
ческих и сплайс-опосредованных белковых после-
довательностей (UniProt) надежно детектировано
1236 белковых продуктов, кодируемых 1206 генами
человека. Помимо канонических белковых про-
дуктов, удалось обнаружить пять сплайс-опосре-
дованных вариантов (P35613-2, P17096-2, Q00325-2,
P29692-3, O94925-3, Q70UQ0-4). При использо-
вании кастомизированной библиотеки, создан-
ной на основании результатов транскриптомного
секвенирования (TPM > 0.01), из 25141 последо-
вательности, кодируемой 13681 геном, выявлены
1407 белковых последовательностей, кодируемых
1363 генами.

На протеомном уровне идентифицировано
25 несинонимичных однонуклеотидных замен, из
которых на геномном уровне 18 представлены го-
мозиготами, а 7 – гетерогизотами, а также один
индел. Надо отметить, что, несмотря на выполне-
ние критериев достоверности при панорамном
масс-спектрометрическом анализе, обнаруженные
мутации требуют дополнительной валидации в тар-
гетном режиме.

Анализ опубликованных результатов 
молекулярного профилирования

Для оценки стабильности генома клеточной
линии HepG2 полученные данные о разнообра-
зии мутации и экспрессии транскриптов сопо-
ставлены с опубликованными результатами дру-

Рис. 1. Выявленные несинонимичные однонуклеотидные замены (a) и инделы (б) по результатам полногеномного,
транскриптомного и протеомного профилирования опухолевой клеточной линии HepG2.
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гих научных групп. Результаты протеомного ана-
лиза позволяют получить существенно меньшее
покрытие белок-кодирующих генов, в сравнении
с результатами секвенирования. Это объясняет-
ся, с одной стороны, ограничениями по чувстви-
тельности протеомных аналитических методов
(Vavilov et al., 2022), а с другой – тем, что не все
протеотипические пептиды могут быть детектиро-
ваны вследствие физико-химических особенно-
стей, и стандартные подходы для выявления белков
с мутациями не всегда являются информативными.

В результате анализа полногеномных данных
выявлено суммарно 17805 мутаций, представлен-
ных 16900 точечными нуклеотидными заменами
(рис. 2а) и 895 инделами (рис. 2б). Среди получен-
ных данных только 38% nsSNP обнаружены во всех
образцах, 48% встречаются хотя бы в двух из трех
проанализированных образцов, при этом 21%
встречается как в исследуемом образце, так и в
опубликованных данных. В случае транскрип-
томного анализа данных характер распределения
результатов был похож (рис. 2в), а 24% инделов, об-

Рис. 2. Диаграмма Венна, отражающая пересечение между наборами данных секвенирования нуклеотидных последо-
вательностей клеточной линии HepG2 (публичные источники). (а) – геномный уровень, точечные нуклеотидные за-
мены; (б) – геномный уровень, инделы; (в) – транскриптомный уровень, точечные нуклеотидные замены; (г) –
транскриптомный уровень, инделы. IBMC – данные, полученные в настоящем исследовании. SRR… – данные, полу-
ченные в результате экспериментов других научных групп, депонированные в базе SRA NCBI.
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наруженных в исследуемом образце, также встреча-
ются и в опубликованных данных (рис. 2г).

Сопоставление транскриптомных данных по-
казало, что общими (для собственных и опублико-
ванных данных) являются 4900 мутаций, что со-
ставляет 29% от общего количества на геномном
уровне. Во всех четырех образцах выявлены толь-
ко три несинонимичные однонуклеотидные заме-
ны, для исследуемого образца клеток HepG2 62%
случаев выявленных замен являются уникальны-
ми событиями. Анализ встречаемости инделов
показал, что практически все случаи уникальны
для конкретного образца.

Необходимость изучения тонких процессов
реализации генетической информации в рамках
одного образца подтверждается наблюдением,
что при исследовании одного образца на транс-
криптомном уровне реализуется 14% выявленных
на геномном уровне мутаций, тогда как при сопо-
ставлении опубликованных данных этот показа-
тель равен 1%. Незначительная доля выявляемых
мутаций обусловлена как биологическими причи-
нами (экспрессируется около 65% генов, при этом
транскрипты могут не содержать экзонов с мутаци-
ями), так и техническими (например, из-за менее
точного анализа мутаций на транскриптомном
уровне, по сравнению с исследованием генома).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Отсутствие полной расшифровки генома (то

есть путей реализации генома в фенотип) – не
только фундаментальная, но и прикладная про-
блема. Развитие молекулярной биологии и меди-
цины невозможно без целостного представления
о функционировании организма, органов и тка-
ней, клеток, без детального описания взаимосвя-
зей генов, кодируемых ими продуктов и протека-
ющих процессов.

На примере данного исследования показана
необходимость изучения тонких процессов реа-
лизации генетической информации. Полученные
сведения наглядно демонстрируют, что разные
образцы одной и той же клеточной линии могут
иметь разный молекулярный профиль, специфич-
ный по выявляемым мутациям на разных омикс-
уровнях. Изучение тонкостей процессов реализа-
ции генетической информации требует проведе-
ния последовательного комплексного анализа и
на этапе становления основ системной биологии
должно быть выполнено мультиомное профили-
рование для каждого исследуемого образца.
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Non-Synonymous Single-Nucleotide Mutations and Indels: 
Contribution to the Molecular Postgenome Portrait of the HepG2 Cell Line

E. V. Poverennayaa, *, O. I. Kiselevaa, V. A. Arzumaniana, 
M. V. Pyatnitskiya, I. V. Vakhrusheva, and E. A. Ponomarenkoa

aOrekhovich Institute of Biomedical Chemistry, Moscow, Russia
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A comparative analysis of the results of genomic, transcriptomic, and proteomic profiling of HepG2 cell line
was carried out in the gene-centric mode. The traceability at the transcriptomic and proteomic levels of
changes associated with nonsynonymous single nucleotide substitutions and indels in the genome was shown.
Most of the molecular events caused by aberrations at the genomic level are recorded at the transcriptomic
level. Only single proteoforms encoded by the selected mutant genes can be reliably detected due to the meth-
odological limitations of proteomic methods, which do not allow the registration of proteoforms present in
the sample at low concentrations. The results are consistent with the previously obtained data of other scien-
tific groups and describe the principal methodological solutions required for deciphering the molecular post-
genomic portrait of biological samples with a resolution at the level of aberrant molecules.
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