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ВЛИЯНИЕ СОХРАНЯЕМЫХ ИНТРОНОВ НА КОДИРУЮЩИЙ ПОТЕНЦИАЛ 
МОЛЕКУЛ РНК В ЛЕЙКОЗНЫХ КЛЕТКАХ ЧЕЛОВЕКА

Аннотация. Сохранение интронов – один из типов альтернативного сплайсинга, который подразумевает об-
разование молекул зрелых РНК, содержащих в своей структуре хотя бы одну интронную последовательность. Если 
интронная последовательность попадает в кодирующую часть мРНК, то она может поменять структуру, свойства 
и порой функциональные возможности соответствующего белка. Более того, некоторые белки такого рода могут 
быть иммуногенными и рассматриваются как потенциальные мишени для терапии ряда заболеваний. Однако в целом 
влияние сохранения интронов на кодирующий потенциал РНК до сих пор изучено слабо.

В настоящей работе изложены результаты комбинированного транскриптомно-протеомного исследования 3540 
последовательностей интронов, сохраняемых в зрелых молекулах РНК генов, активных в лейкозных клетках челове-
ка. Проведена классификация таких интронов в соответствии с наличием у них кодирующего потенциала и описано 
7 возможных способов влияния сохранения интронов на последующую трансляцию соответствующих транскрип-
тов. Выявлено 56 интронных последовательностей, способных транслироваться, причем 3 из них – с образованием 
ранее неизвестных полипептидов.
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Abstract. Intron retention is a mode of alternative splicing in which at least one intron is retained in mature RNA mole-
cules. The inclusion of an intron sequence within the coding region of the mRNA can change the structure, properties and,  
in some cases, the functions of the corresponding protein. Furthermore, some of these altered proteins can be immunogenic 
and are considered as potential targets for the treatment of a number of diseases. In general, however, the effect of intron  
retention on the coding potential of RNA molecules remains poorly studied.

This paper presents the results of a combined transcriptomic-proteomic study of 3540 intron sequences retained in ma-
ture RNA molecules of genes that are active in human leukemia cells. The introns were classified according to their coding 
potential and seven possible ways in which intron retention can influence the subsequent translation of the corresponding 
transcripts were described. A total of 56 translation-capable intronic sequences were identified, and 3 of them produce previ-
ously unknown polypeptides.
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Введение. Согласно современным представлениям геном человека насчитывает порядка  
19,5 тыс. белок-кодирующих генов (GENCODE, вып. 47, окт. 2024 г.). Каталог конечных продук-
тов их экспрессии продолжает расширяться, однако уже сейчас в публичных базах данных депо-
нировано свыше 100 тыс. уникальных белковых последовательностей человека, что значительно 
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превышает упомянутое количество кодирующих их генов [1]. Возможность существования по-
добного разнообразия белков главным образом обусловлена мозаичностью структуры генов  
человека. В процессе созревания продукты их транскрипции способны подвергаться альтерна-
тивному сплайсингу (АС) – сложному многоступенчатому молекулярному процессу, обеспечи-
вающему образование нескольких изоформ РНК из одного предшественника [2].

Среди известных типов АС наименее изученным и долгое время ошибочно рассматривае-
мым только в контексте аберрантного функционирования системы сплайсинга РНК является 
сохранение интронов. При данном типе сплайсинга образующиеся молекулы зрелых РНК 
в своем составе несут последовательности интронов, называемые сохраненными интронами 
(от англ. retained introns, RI) [3]. С появлением секвенаторов нового поколения, а также с раз-
витием биоинформатических подходов, позволяющих осуществлять анализ больших тран- 
скриптомных данных, границы нашего понимания феномена сохранения интронов существен-
но расширились. К настоящему времени удалось установить, что сохранение интронов в тран- 
скриптах – это не только следствие возникающих на молекулярном уровне нарушений, присущих 
различным заболеваниям (в том числе и онкологическим), но и нормальный процесс, характе-
ризующийся тканевой и клеточной специфичностью. Эти открытия, в свою очередь, обуслови-
ли повышение интереса к изучению судьбы транскриптов, образующихся в результате проте-
кания АС указанного типа [4].

Исходно предполагалось, что молекулы зрелых мРНК, содержащие интрон(-ы), не обладают 
функциональной активностью и элиминируются. Последнее объяснялось содержанием в преде-
лах их последовательностей преждевременных терминирующих кодонов (от англ. premature 
termination codons, PTC), распознающихся компонентами системы нонсенс-опосредованной де-
градации (от англ. nonsense-mediated decay, NMD) мРНК. Однако в дальнейшем выяснилось, что 
мРНК, содержащие PTC, способны избегать деградации и сохраняться в клетках, внося очевид-
ный вклад в разнообразие транскриптома [5].

Более того, такие молекулы мРНК, несмотря на присутствие интронных последовательно-
стей и PTC, могут транслироваться. В доступных на сегодняшний день научных работах, посвя-
щенных изучению феномена сохранения интронов, изложены некоторые факты, касающиеся 
особенностей трансляции подобных транскриптов и структуры синтезирующихся на их матри-
це белков. Так, известно, что в зависимости от протяженности интронов, их положения относи-
тельно стартового кодона, а также наличия в них стоп-кодонов результатом трансляции несу-
щих их молекул РНК могут быть усеченные или же, наоборот, удлиненные изоформы белков с из-
мененной функцией и/или клеточной локализацией. Более того, отмечается, что в случаях, когда 
речь идет о протекании патологических процессов, среди подобных белков обнаруживаются и им-
муногенные молекулы. Однако все эти данные были получены главным образом при изучении 
вклада в разнообразие протеома человека тех интронных последовательностей, которые, сохра-
няясь в молекулах зрелых РНК, локализуются в области главных открытых рамок считывания 
мРНК (от англ. main open reading frames, mORF) и могут быть транслированы [6, 7]. При этом 
работы, которые были бы сфокусированы на системной оценке влияния всех RI (как транслиру-
емых, так и нетранслируемых) на структуру несущих их транскриптов и соответствующих бел-
ков, в настоящее время фактически отсутствуют.

В контексте вышеописанного целью настоящего исследования стала оценка влияния интро-
нов, сохраняемых в зрелых РНК белковых генов, активных в лейкозных клетках человека,  
на ко дирующий потенциал таких молекул мРНК.

Материалы и методы исследования. В основе настоящего исследования лежал анализ про-
шедших стандартную процедуру предпроцессинга оригинальных, а также публичных данных 
секвенирования по методу парноконцевого RNA-Seq транскриптомов лейкозных и нормальных 
клеток крови человека. К группе оригинальных данных, ранее описанных в работе В. В. Гринева 
с соавт. [8], относились библиотеки, полученные в результате шести независимых повторов сек-
венирования полного транскриптома клеток модельной линии острого миелоидного лейкоза (ОМЛ) 
Kasumi-1, в частности клеток Kasumi-1, предварительно трансфецированных короткими интер-
ферирующими РНК (киРНК), обеспечивающими нокдаун гибридного онкогена RUNX1::RUNX1T1, 
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а также контрольных клеток, трансфекция которых проводилась с использованием неактивных 
киРНК (по три повтора для каждого варианта). Второй набор данных состоял из отобранных 
среди представленных в базе данных European Nucleotide Archive [9] результатов секвенирова-
ния с использованием секвенаторов HiSeq 2000/2500 (Illumina) транскриптомов клеток ОМЛ 
с транслокацией t(8;21)(q22;q22), с инверсией inv(16), с нормальным кариотипом и перестройками 
гена MLL, а также транскриптомов нормальных CD34+ гемопоэтических стволовых/прогенитор-
ных клеток из красного костного мозга, периферической и пуповинной крови здоровых доноров 
(по 20 образцов для каждого типа клеток).

Идентификация геномных координат RI проводилась с использованием оригинальной мето-
дики, подробное описание которой приведено в наших более ранних работах [8, 10]. Восста-
новление нуклеотидных последовательностей обнаруженных RI осуществлялось с использова-
нием функционала R/Bioconductor пакета Biostrings [11]. Их последующая трансляция in silico 
проводилась в трех рамках считывания (+0, +1 и +2) с использованием оригинальной (пользова-
тельской) R-функции translate().

Реконструкция транскриптома клеток Kasumi-1 осуществлялась с помощью пакета StringTie [12]. 
Предварительно прочтения, полученные в ходе каждого повтора секвенирования РНК, картиро-
вались относительно эталонной сборки GRCh38.p7 генома человека с использованием алгоритма 
subjunc из R-пакета Rsubread [13]. Полученные файлы формата BAM совместно с эталонными 
аннотациями, содержащимися в 85 вып. базы данных Ensembl, использовались в качестве вход-
ных данных непосредственно для сборщика. Фильтрация реконструированных полноразмерных 
РНК выполнялась с помощью оригинальной R-функции filtrateTrans(). Исходный код этой функ-
ции, а также другие R-коды, специально разработанные для целей настоящего исследования,  
находятся в свободном доступе в репозитории GitHub [14].

Для подтверждения экспрессии аминокислотных последовательностей, предсказываемых био-
информатически на основе транскриптомных данных, использовалась нейронная сеть DIA-NN [15]. 
В качестве протеомных данных выступили результаты масс-спектрометрического анализа  
(МС-анализа) трипсинолизованной белковой фракции клеток Kasumi-1 (с нокдауном гибридного 
онкогена RUNX1::RUNX1T1 или без нокдауна, по 5 повторов на каждый вариант). Протеомные 
данные были получены на базе Института биологических наук при Ньюкаслском университете  
(г. Ньюкасл, Великобритания) с использованием масс-спектрометра Orbitrap Fusion Lumos Tribrid. 
Наряду с данными МС-анализа на вход нейронной сети DIA-NN также подавался файл FASTA, 
содержащий как результаты трансляции in silico RI, так и 105 681 последовательность известных 
на сегодняшний день белков человека, депонированных в базах данных UniProtKB/Swiss-Prot [16], 
Consensus CDS [17] и/или NCBI RefSeq [18].

Анализ полученных результатов осуществлялся в среде программирования R с помощью как 
оригинальных кодов собственной разработки, так и функционала пакетов, депонированных 
в хранилищах CRAN [19] либо Bioconductor [20].

Результаты и их обсуждение. Первый этап настоящего исследования был нацелен на иден-
тификацию RI протяженностью не менее 50 нуклеотидов, присутствие которых в транскрипто-
ме клеток Kasumi-1 подтверждается данными RNA-Seq. С помощью ранее разработанного нами 
подхода [8, 10] удалось идентифицировать 3540 RI, принадлежащих 2401 гену. Характер их рас-
пределения по классам генетических элементов, аннотированных в базе данных Ensembl, отра-
жен на рис. 1, a.

Среди всех обнаруженных RI 1912 составили группу уже аннотированных в базе данных 
Ensembl сохраняющихся интронов. Причем 998 из них были ассоциированы с последним экзо-
ном соответствующего гена, 498 – с первым экзоном, 387 – с внутренними экзонами и, наконец, 
29 – с одноэкзонными транскриптами. Оставшиеся 1628 RI, согласно генным аннотациям, соот-
ветствовали каноническим интронам.

Идентификация RI, обладающих кодирующим потенциалом. Очевидно, что оценка кодирую-
щего потенциала RI может иметь ряд особенностей. Во-первых, как это было подробно описано 
в наших более ранних работах [8, 10], зачастую RI представляют собой лишь уникальную ни 
с чем не перекрывающуюся часть от всей последовательности интрона. Во-вторых, мы заранее 
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не знаем, какова структура транскрипта, несущего в себе тот или иной сохраненный интрон, 
и каково точное положение последнего в этом транскрипте. Наконец, работая только с RI, невоз-
можно точно определить их локализацию в мРНК относительно стартового кодона. В связи 
с этим in silico трансляция нуклеотидных последовательностей RI проводилась в трех рамках 
считывания с помощью оригинальной R-функции translate(). Наряду с самой трансляцией эта 
функция позволила осуществить еще и фильтрацию получаемых аминокислотных последова-
тельностей по длине. В настоящем исследовании для успешного прохождения отбора аминокис-
лотные последовательности должны были иметь протяженность 20 аминокислотных остат- 
ков (а. о.) и более.

В результате первичной фильтрации из дальнейшего анализа было исключено 603 RI, 548 из 
которых принадлежали генам, кодирующим белки (рис. 1, b). Среди оставшихся 2937 RI 1558 
могли быть транслированы in silico в более чем одной рамке считывания с образованием продук-
та длиной, равной или превышающей пороговое значение 20 а. о. В общей сложности на основе 
таких RI было получено 4705 аминокислотных последовательностей. В дальнейшем мы будем 
называть их экспериментальными полипептидами в том смысле, что они предсказаны биоин-
форматически на основе изучения RI, что их длина может быть как меньше, так и больше 50 а. о.  
и что осуществляется их экспериментальный поиск и обнаружение. Выявление среди них дей-
ствительно экспрессирующихся в клетках Kasumi-1 проводилось с помощью нейронной сети 
DIA-NN. Она принимает на вход объединенный файл FASTA и осуществляет гидролиз in silico 
содержащихся в нем аминокислотных последовательностей по сайтам расщепления трипси-
ном, а затем генерирует in silico библиотеку масс-спектров полученных пептидов длиной от  
7 до 30 а. о. В последующем она используется для идентификации в МС-данных тех пептидов, 
которые могли бы быть получены в случае экспрессии в исследуемых клетках эксперимен-
тальных полипептидов.

Возвращаемые DIA-NN результаты обрабатывались с помощью оригинального R-кода 
parseDIANNoutput(), обеспечивающего фильтрацию детектированных МС-пептидов, спектры 
которых присутствуют в протеомных МС-данных, и экспериментальных полипептидов по не-
скольким параметрам. В настоящем исследовании достоверно идентифицированными считались 
те МС-пептиды, для которых такие показатели, как q-значение (p-значение, скорректированное 
по методу Беньямини – Хохберга), а также значение апостериорной вероятности случайного об-
наружения оказывались не более 0,01. Кроме того, уровни их интенсивности должны были пре-
вышать нулевые значения как минимум в трех из пяти образцов одной группы (с нокдауном ги-
бридного онкогена RUNX1::RUNX1T1 либо без него). Фильтрация выявленных в клетках Kasumi-1 
экспериментальных полипептидов (т. е. тех, чья экспрессия подтверждалась обнаруженными 
МС-пептидами) осуществлялась также по рассчитанным для них q-значениям с пороговым уров-
нем 0,01. В случае экспериментальных полипептидов, для которых не обнаруживались прототи-

                                         a                                                                   b                                                               c

Рис. 1. Белок-кодирующий потенциал RI: a – принадлежность RI различным классам генетических элементов;  
b – результаты in silico оценки кодирующего потенциала RI, принадлежащих только генам, кодирующим белки;  

c – подтверждаемость МС-данными наличия кодирующего потенциала у in silico продуктивных RI

Fig. 1. Protein coding potential of RI: a – pie chart showing the assignment of RI to different classes of genetic elements;  
b – in silico assessment of the amino acid coding potential of RI from protein-coding genes only;  

c – MS data support the amino acid coding potential of only a minor fraction of RI
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пические МС-пептиды, рассматриваемому показателю автоматически присваивалась 1, и в даль-
нейший анализ они не включались. Наконец, на завершающем этапе проводился отбор экспери-
ментальных полипептидов в соответствии с количеством подтверждающих их МС-пептидов. 
Согласно литературным источникам на один белок должно приходиться по крайней мере два 
уникальных МС-пептида, чтобы считать его экспрессирующимся в изучаемом типе клеток [21, 22]. 
Однако в настоящей работе мы снизили этот порог до одного, так как изучаемые эксперимен-
тальные полипептиды, вероятнее всего, представляют собой лишь фрагменты полноразмерных 
белков. В частности, это заметно по распределению их длин (рис. 2, a), значительно смещенному 
влево в сравнении с распределением длин известных на сегодняшний день белков человека.

В целом из всех RI, обнаруженных нами в транскриптоме клеток Kasumi-1, кодирующими 
оказались лишь 56 (рис. 1, c), причем все они уже были описаны ранее в базе данных Ensembl 
именно как RI, но без указаний на их кодирующий потенциал. А вот новые (не аннотированные 
ранее) RI, также идентифицированные нами в транскриптоме клеток Kasumi-1, не являются ко-
дирующими. То, что большинство RI оказались некодирующими, по-видимому, может иметь не-
сколько объяснений. Одно из объяснений, на наш взгляд, является тривиальным – недостаточная 
чувствительность использованного метода протеомного анализа. Так, те RI, для которых мы не 
обнаружили экспериментальных полипептидов, экспрессируются статистически значимо ниже 
(pMann – Whitney = 5,0 × 10–12), чем кодирующие RI (рис. 2, b). Такую же закономерность мы увиде-
ли и в случае с некодирующими и кодирующими экзонами тех же генов, у которых были обнару-
жены RI (pMann – Whitney < 2,2 × 10–16) (рис. 2, b). При этом пусть и не всегда, но все же прослежи-
вается взаимосвязь между уровнями экспрессии мРНК и соответствующего белка. Так что как 
минимум часть из тех RI, которых мы отнесли к некодирующим, может оказаться в конечном 
итоге кодирующими, если повысится чувствительность методов массовой детекции белков.

Ожидаемо, что идентифицированные нами кодирующие RI принадлежат мультиэкзонным 
белковым генам и ассоциированы с первыми, последними или внутренними экзонами транс-
криптов (11, 33 и 12 RI из 56 соответственно). Интересно отметить, что онтологический анализ [23] 
полного списка таких генов выявил статистически значимые обогащения по генам, которые ко-
дируют белки ядра и ядерных телец, в том числе ответственных за сплайсинг РНК (см. таблицу).

Идентификация RI, кодирующих новые экспериментальные полипептиды. На данном этапе 
исследования нерешенным оставался вопрос относительно того, принадлежат обнаруженные на-
ми экспериментальные полипептиды к уже известным белкам или же являются неизвестными  
белковыми продуктами генов. Чтобы ответить на этот вопрос, мы разработали многоэтапный 

                                                            a                                                                                       b   

Рис. 2. Распределение длин экспериментальных полипептидов, кодируемых RI (a), а также уровни  
экспрессии некодирующих и кодирующих RI (b), обнаруженных в транскриптоме клеток Kasumi-1

Fig. 2. Length distribution of experimental polypeptides encoded by RI (a) and abundance of non-coding  
as well as coding RI in the transcriptome of Kasumi-1 cells (b)
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Классификация генов, в зрелых молекулах РНК которых были обнаружены кодирующие RI,  
в соответствии с генными онтологиями

Gene ontology classification of genes harboring protein-coding RI

Термин генной онтологии Кратность
обогащения

Скорректированное
p-значение

Рибонуклеопротеиновая гранула (ribonucleoprotein granule) 8,28 1,66E-02
Ядерный спекл (nuclear speckle) 6,33 2,02E-02
Ядерное тельце (nuclear body) 4,49 1,38E-02
Нуклеоплазма (nucleoplasm) 2,62 1,63E-04
Перинуклеарное пространство (nuclear lumen) 2,40 5,55E-04
Просвет внутриклеточной органеллы (intracellular organelle lumen) 1,98 8,46E-03
Просвет органеллы (organelle lumen) 1,98 1,02E-02
Межмембранное пространство (membrane-enclosed lumen) 1,98 7,25E-03
Ядро (nucleus) 1,86 1,24E-03
Внутриклеточная мембранная органелла (intracellular membrane-bounded organelle) 1,47 3,49E-03
Внутриклеточная органелла (intracellular organelle) 1,38 1,38E-02
Мембранная органелла (membrane-bounded organelle) 1,35 3,24E-02

биоинформатический конвейер, исходно требующий наличия двух наборов данных: сиквенсов 
экспериментальных полипептидов и аминокислотных последовательностей эталонных белков 
человека. В настоящей работе в качестве последних выступили белки, депонированные в таких 
базах данных, как UniProtKB/Swiss-Prot, Consensus CDS и NCBI RefSeq.

Последовательности каждого набора разбивались на k-меры длиной 8 а. о., и проводилось 
вы читание k-меров эталонных белков из k-меров экспериментальных полипептидов. Описан- 
ная процедура позволила отобрать только те k-меры экспериментальных полипептидов, которые 
были специфичными для лейкозных клеток. Далее такие k-меры собирались обратно в конти- 
ги (непрерывные фрагменты экспериментальных полипептидов, специфичные для лейкозных  
клеток). Идентифицированные таким образом специфические фрагменты полипептидов (а также 
МС-пептиды, подтверждающие их экспрессию в клетках Kasumi-1) дополнительно выравнива-
лись относительно всех известных на сегодняшний момент белков человека с помощью blastp [24]. 
Данная процедура позволила нам разделить 56 экспериментальных полипептидов, кодируемых 
RI, на два класса:

1. Принадлежащие эталонным белкам либо идентичные аминокислотным последовательно-
стям неохарактеризованных или плохо охарактеризованных белков из базы данных blastp.

2. Имеющие идентичность менее 100 % по отношению к любым известным белкам человека 
и, таким образом, являющиеся новыми.

В итоге полипептидов первого класса оказалось 53, второго – 3, кодируемых генами UBE2M, 
OGT и SLC10A3. Продуктом экспрессии гена UBE2M является E2-убиквитин-конъюгирующий 
белок, способный вносить свой вклад в поддержание клеточного гомеостаза путем обеспечения 
нормального протекания неддиляции – одного из типов пост-трансляционной модификации бел-
ков [25]. Ген OGT кодирует гликозилтрансферазу, которая осуществляет перенос N-ацетилглю- 
козамина от уридиндифосфат-N-ацетилглюкозамина к остаткам серина/треонина белков-мише-
ней, обеспечивая тем самым регуляцию ряда биологических процессов [26]. Ген SLC10A3 входит 
в семейство генов, кодирующих белки-транспортеры [27].

Очевидно, что идентификация новых полипептидов – это наиболее значимая часть настоя-
щей работы. Вместе с тем не исключено, что выявленные полипептиды являются частью протео-
ма лишь клеток Kasumi-1 (как артефакт этой клеточной линии), но не клеток ОМЛ вообще.  
К сожалению, протеомные данные надлежащего качества по первичным клеткам ОМЛ, которые 
позволили бы напрямую провести поиск детектированных новых пептидов в клетках пациентов, 
отсутствуют в публичных базах данных. Поэтому мы пошли другим путем и воспользовались 
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транскриптомными данными для первичных лейкозных и нормальных клеток крови человека 
как источником косвенной информации о распространенности обнаруженного феномена.

Мы провели расширенный анализ опубликованного нами ранее набора данных транскрип-
томного секвенирования первичных клеток ОМЛ с транслокацией t(8;21)(q22;q22), с инверсией 
inv(16), с нормальным кариотипом и перестройками гена MLL, а также нормальных CD34+ клеток 
из красного костного мозга, периферической и пуповинной крови здоровых доноров (по 20 об-
разцов для каждого типа клеток) [8]. Предварительно прошедшие стандартную процедуру пред-
процессинга прочтения картировались с помощью алгоритма subjunc относительно референсной 
сборки GRCh38.p7 генома человека. Полученные на выходе BED-файлы содержали информацию 
обо всех идентифицированных экзон-экзонных стыках (от англ. exon-exon junctions, EEJ) и их 
покрытии ридами. Эти данные были использованы для определения отношения уровня экспрес-
сии EEJ, образующихся при удалении RI из изучаемых РНК и последующем воссоединении 
фланкирующих их экзонов, к уровню экспрессии одного из конститутивных EEJ соответству-
ющего транскрипта. Предполагалось, что использование конститутивных EEJ, т. е. присут - 
ствующих в большинстве изоформ РНК отдельного гена, позволит оценить представленность пол-
ностью сплайсированных молекул в общем пуле транскриптов, принадлежащих целевым генам.

Результаты анализа, показанные на рис. 3, оказались сопоставимы с таковыми, полученными 
для клеток Kasumi-1. На этом рисунке EEJ, экспрессия которых сравнивалась между собой, обо-
значены буквой J и пронумерованы: первым указано альтернативное, а вторым – конститутив-
ное событие (обоснование выбора конкретных EEJ для сравнения приведено в следующем раз-
деле). Заслуживает внимания закономерность, прослеживающаяся как в случае клеток модельной 
линии, так и в случае первичных клеток ОМЛ и нормальных CD34+ клеток: полное сплайсирова-
ние транскриптов исследуемых генов представляет собой редкое событие. По-видимому, основ-
ной вклад в пул РНК продуктов изучаемых генов вносят молекулы с RI. Причем это характерно 
как для лейкозных, так и для нормальных клеток крови человека. Однако можно отметить за-
метное выделение на общем фоне данных, полученных в отношении транскриптов гена OGT 
в нормальных CD34+ клетках из красного костного мозга. В данном случае наблюдается относи-
тельно более высокая представленность РНК, не несущих RI.

Общий эффект кодирующих RI на структуру молекул мРНК и соответствующих белков. 
Кодировкой только новых полипептидов, очевидно, не исчерпывается влияние кодирующих RI 
на структуру молекул мРНК и соответствующих белков. Интерес представляет также вклад в об-
щее разнообразие белков лейкозных клеток тех кодирующих RI, полипептиды которых уже из-
вестны и присутствуют в белковых базах данных. Для выяснения этого вопроса была проведена 

                                a                                                                   b                                                                  с

Рис. 3. Уровень экспрессии EEJ, свидетельствующих об удалении RI из транскриптов генов UBE2M (a),  
OGT (b) и SLC10A3 (c), по отношению к уровню экспрессии соответствующих конститутивных EEJ  

в транскриптоме различных типов лейкозных и нормальных CD34+ клеток крови человека

Fig. 3. Expression ratio between EEJ that supports RI splicing out and constitutive EEJ of UBE2M (a), OGT (b), SLC10A3 (c) 
genes in the transcriptome of different types of human primary leukemia blasts or normal CD34+ cells
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реконструкция транскриптома клеток Kasumi-1 с помощью сборщика StringTie. После сборки 
осуществлялся поиск mORF в полноразмерных РНК и их трансляция in silico с помощью функ-
ционала R/Bioconductor пакета ORFhunteR [28]. Далее определялось, на какую именно часть бел-
ка и каким именно образом оказывает влияние тот или иной кодирующий сохраненный интрон.

Анализ структуры молекул РНК, несущих кодирующие RI, показал, что сохраненные интро-
ны могут быть разделены на 4 класса в зависимости от их локализации в пределах транскрипта 
и, как следствие, предполагаемого эффекта, оказываемого на структуру соответствующих белков: 
1) RI, целиком локализованные в пределах 5′-нетранслируемой области транскрипта (от англ. 
untranslated region, UTR); 2) RI, затрагивающие как 5′-UTR, так и 5′-конец mORF; 3) RI, располо-
женные во внутренней части mORF; 4) RI, охватывающие и 3′-конец mORF, и 3′-UTR.

Примечательно, что интронами, расположенными в 5′-UTR (всего 3 RI), стали именно те, ко-
торые в предыдущем разделе были описаны нами как RI, кодирующие новые полипептидные 
последовательности. С целью определить, каким образом такие RI, находясь вне границ mORF, 
могут быть транслированы, нами был выполнен поиск в целевых транскриптах всех возможных 
ORF с использованием инструмента ORFfinder [29]. Идея базировалась на литературных дан-
ных, согласно которым в пределах одного транскрипта возможно существование нескольких 
ORF: главной и так называемых малых ORF (от англ. small open reading frames, smORF). Причем 
результаты последних исследований показывают, что триплет ATG выступает в качестве старто-
вого кодона лишь у половины известных smORF [30]. По этой причине при решении описывае-
мой задачи в качестве стартовых наряду с ATG рассматривались также альтернативные кодоны.

У гена SLC10A3 сохранение интрона, расположенного между 1-м и 2-м экзонами, приводит 
к модификации структуры его 5′-UTR (рис. 4, a) и появлению smORF, кодирующей новый мик-
робелок размером 109 а. о. (рис. 5, a), экспрессия которого подтверждается МС-данными. В слу-
чае гена OGT сохраняемый интрон располагается в кодирующей области и определяет инициа-
цию процесса синтеза белка OGT с альтернативного нижележащего старт-кодона (рис. 4, b). Это, 
в свою очередь, обусловливает образование новой усеченной по N-концу изоформы данного  
белка. Кроме того, в пределах непосредственно интронной последовательности локализуется 
smORF, кодирующая новый микробелок размером 58 а. о. (рис. 5, b), экспрессия которого также 
подтверждается нашими МС-данными. Оба микробелка, согласно результатам моделирования, 
проведенного с помощью Conserved Domain Search и InterProScan [31, 32], содержат участки неупо-
рядоченной структуры неизвестной функциональности. Наконец, в случае гена UBE2M сохра- 
нение интрона в мРНК приводит к N-удлинению полноразмерного белка на 115 а. о., причем дан-
ная белковая изоформа возникает благодаря инициации трансляции с альтернативного стартового  
кодона CTG внутри экзонной последовательности, предшествующей сохраняемому интрону  
(рис. 4, с). Опять же, эта новая изоформа белка UBE2M в пределах 115-аминокислотной N-кон- 
цевой добавки содержит участок неупорядоченной структуры неизвестной функциональности 
(рис. 5, c).

Последовательности RI 2-го класса (всего 2 RI) содержат стартовый кодон трансляции 
и определяют N-конец белков. Гены, которым принадлежат такие RI, – LMNB1 и MOGS. Первый 
кодирует ламин B1 – один из ламинов B-типа, вовлеченных в регуляцию организации хромати-
на, репликации и репарации ДНК, клеточного цикла, пролиферации и старения клеток [33]. 
Конечным продуктом экспрессии гена MOGS является фермент маннозил-олигосахарид глюко-
зидаза, необходимый для нормального протекания N-гликозилирования белков [34].

RI, вошедшие в класс интронов, локализованных в пределах mORF (всего 38 RI), обеспечи-
вают синтез соответствующих внутренних фрагментов белков. Подобные кодирующие RI были 
обнаружены в РНК-продуктах, например, таких генов, как BCLAF1 и HNRNPL. Исходно рассмат-
риваемый только в роли регулятора транскрипции и клеточного апоптоза, BCLAF1 на сего- 
дняшний день известен как белок, принимающий участие в широком спектре клеточных про-
цессов, в том числе в процессинге и сплайсинге молекул пре-мРНК [35]. Продукт экспрессии 
HNRNPL – один из представителей белков класса гетерогенных ядерных рибонуклеопротеинов, 
способный влиять на протекание ряда биологических процессов, в частности на репарацию 
ДНК, альтернативный сплайсинг РНК, трансляцию и сигнальную трансдукцию [36].
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Рис. 4. Графы сплайсинга и структура реконструированных StringTie транскриптов генов SLC10A3 (a), OGT (b) 
и UBE2M (c). Графы сплайсинга построены на основе данных секвенирования транскриптома клеток линии 
Kasumi-1 с нокдауном гибридного онкогена RUNX1::RUNX1T1 и без него. Экзон-экзонные стыки отмечены 

латинской буквой J и пронумерованы. В скобках указано количество прочтений, подтверждающих конкретное 
сплайсинговое событие. Области сохранения интронов ограничены рамками

Fig. 4. Splicing graphs and StringTie-assembled transcripts of SLC10A3 (a), OGT (b) and UBE2M (c) genes. Splicing graphs 
are based on total RNA-Seq data from RUNX1::RUNX1T1 knockdown and control Kasumi-1 cells. Exon-exon junctions 

are labeled with the letter J and numbered. The number of reads supporting each splicing event is indicated in parentheses. 
Regions of retained introns are boxed

Рис. 5. Структура in silico транслированных ранее неизвестных белков, кодируемых генами SLC10A3 (a),  
OGT (b) и UBE2M (c)

Fig. 5. In silico predicted structure of previously unknown proteins encoded by SLC10A3 (a), OGT (b) and UBE2M (c) genes
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RI, отнесенные к 4-му классу (всего 13 RI) несут стоп-кодон трансляции и детерминируют 
аминокислотную последовательность C-концевых участков белков. Среди RI указанного класса 
обнаружены, например, принадлежащие генам NKRF и SH3BP1. Ген NKRF кодирует ингибитор 
транскрипционного фактора NF-kB, регулирующего экспрессию генов, чьи белковые продукты 
вовлечены в процессы воспаления, иммунного ответа, клеточной пролиферации и апоптоза [37]. 
Ген SH3BP1 кодирует один из белков-регуляторов сигнального пути Rac [38]. Как видно, во всех 
этих случаях речь идет о генах, критически важных для жизни клеток.

Общий эффект некодирующих RI на структуру молекул мРНК и соответствующих белков. 
Количество RI, у которых в данном исследовании не было выявлено кодирующего потенциала, 
составило 3484 (или 98,4 % от общего списка идентифицированных RI). Из них 2239 могут быть 
локализованы в областях ORF белковых генов, описанных в базе данных Ensembl. Следовательно, 
такие RI могут влиять не только на структуру мРНК, но и на аминокислотную последователь-
ность соответствующих белков.

Анализ полноразмерных РНК, содержащих некодирующие RI, выявил три потенциальных 
механизма влияния сохранения интронов на кодирующий потенциал таких молекул. Во-первых, 
при включении интрона в область ORF молекула мРНК может сохранять способность быть 
транслированной, но с использованием альтернативного нижележащего стартового кодона. Более 
подробно в качестве примера может быть рассмотрен ген RASSF4 и его РНК/белковые продукты 
(рис. 6, a). Вследствие сохранения в транскриптах этого гена всей интронной последовательно-
сти, локализованной между экзонами 2 и 3, может образовываться усеченный по N-концу белок 
как результат использования нижележащего альтернативного стартового кодона. Косвенным под-
тверждением правомочности такого предположения служат протеомные МС-данные для клеток 
Kasumi-1, которые содержат МС-пептиды только части белка RASSF4, кодируемой экзонами гена, 
расположенными за сохраняемым интроном. Известно, что полноразмерный белковый продукт 
гена RASSF4 является участником ряда сигнальных путей и функционирует в роли опухолевого 

a                                                                                         b

Рис. 6. Графы сплайсинга и структура реконструированных с помощью StringTie транскриптов генов RASSF4 (a) 
и SLC25A36 (b). Графы сплайсинга построены на основе данных секвенирования транскриптома клеток линии 

Kasumi-1 с нокдауном гибридного онкогена RUNX1::RUNX1T1 и без него. Экзон-экзонные стыки отмечены 
латинской буквой J и пронумерованы. В скобках указано количество прочтений, подтверждающих конкретное 

сплайсинговое событие. Область сохранения интрона ограничена рамкой

Fig. 6. Splicing graphs and StringTie assembled transcripts of RASSF4 (a) and SLC25A36 (b) genes. Splicing graphs  
are based on total RNA-Seq data from RUNX1::RUNX1T1 knockdown and control Kasumi-1 cells. Exon-exon junctions  

are designated by the letter J and numbered. The number of reads supporting each splicing event is indicated in parentheses. 
Region of retained intron is boxed
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супрессора [39]. А вот какую роль может играть его N-усеченная изоформа, предстоит выяснить 
в будущем.

Второй механизм – фактически полная потеря кодирующего потенциала РНК-продуктов 
белкового гена из-за включения интрона. Примером является ген SLC25A36 и его РНК/белковые 
продукты (рис. 6, b). Он кодирует митохондриальный транспортер пиримидиновых нуклеоти-
дов, локализующийся во внутренней мембране митохондрий и обеспечивающий поддержание 
стабильности ДНК этих органелл и регуляцию мембранного потенциала [40]. В клетках Kasumi-1 
мажорная фракция РНК-продуктов данного гена представлена молекулами, в ходе сплайсирова-
ния которых происходит сохранение интрона (целиком или фрагментарно), фланкированного эк-
зонами 4 и 5. Воспользовавшись ассемблером StringTie мы провели реконструкцию полнораз-
мерных транскриптов гена SLC25A36 и идентифицировали в них mORF. Наше биоинформати- 
ческое моделирование показывает, что транскрипты, содержащие вышеупомянутый интрон, если 
и могут транслироваться, то только в короткие микробелки с нижележащего кодона ATG. Однако 
МС-данные не подтверждают экспрессии в клетках Kasumi-1 каких-либо белков гена SLC25A36, 
несмотря на высокую продукцию этим геном молекул РНК. Это, а также тот факт, что подобного 
рода микробелки характеризовались бы малой протяженностью и, по-видимому, не были бы 
способны нормально функционировать, свидетельствует в пользу обусловленной сохранением 
интрона утраты транскриптами гена SLC25A36 кодирующего потенциала.

Наконец, возможен и третий механизм – появление PTC в молекулах РНК, несущих RI. Так, 
сборщик StringTie реконструировал 233 белок-кодирующих транскрипта, содержащих PTC и не-
сущих в областях mORF RI (всего 175 RI), классифицированные как некодирующие. Очевидно, 
что транскрипты с PTC могут быть потенциальными мишенями для компонентов системы 
NMD. И даже если они транслируются, то из-за собственного невысокого присутствия в клетках 
(вследствие действия системы NMD) они не могут произвести такое количество белка, которого 
было бы достаточно для детекции с помощью использованной протеомной технологии.

Заключение. Таким образом, разработанный нами комбинированных подход, где использо-
вались транскриптомные и протеомные данные, а также многошаговый биоинформатический 
конвейер для анализа таких данных, позволил провести углубленное изучение эффекта сохране-
ния интронов на кодирующий потенциал РНК-продуктов белковых генов в модельных клетках 
ОМЛ человека. Полученные нами результаты позволяют разделить весь пул RI белковых генов 
на кодирующие и некодирующие. При этом на кодирующий потенциал РНК могут влиять пред-
ставители обоих классов: кодирующие RI действуют напрямую, а некодирующие RI влияют 
опосредованно, через изменение структуры молекул РНК.

Вместе с тем результаты нашего исследования порождают и ряд новых вопросов:
каким образом обусловленное сохранением интрона усечение белка либо же приобретение 

им нового аминокислотного фрагмента отражается на его пространственной укладке, свойствах 
и функциональной активности вплоть до изменения фенотипа клетки;

обладают ли обнаруженные нами новые белки иммуногенностью и могут ли они рассматри-
ваться как мишени для терапии лейкозов.

Эти и некоторые другие вопросы могут стать предметом дальнейших исследований.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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