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Отмечено, что гибридный онкоген KMT2A-AFF1 является продуктом транслокации t (4; 11)(q21; q23). Этот 
онкоген, при условии появления в ранних предшественниках гемопоэза, выступает в роли одного из факторов 
генеза острого лимфобластного лейкоза у детей, механизм которого до конца не установлен. Показано, что актив-
ность онкогена KMT2A-AFF1 оказывает влияние на транскриптом лейкозных клеток. Данный эффект реализуется 
двумя путями: через дифференциальную экспрессию множества генов, подконтрольных онкогену, а также че-
рез контроль дифференциального сплайсинга. Представленные результаты свидетельствуют об открытии нового 
действия онкогена KMT2A-AFF1 и обеспечивают перспективы в изучении лейкоза, ассоциированного с транс-
локацией t (4; 11)(q21; q23).

Ключевые слова: гибридный онкоген KMT2A-AFF1; нокдаун экспрессии; альтернативный сплайсинг РНК; 
лейкозные клетки человека.
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The fusion oncogene KMT2A-AFF1 is the outcome of translocation t (4; 11)(q21; q23). If this occurred at the level 
of early hematopoietic progenitors, this oncogene plays the role of one of the factors in the genesis of children acute 
lymphoblastic leukemia, the mechanism of which is not fully understood. In this work, it was shown that the KMT2A-AFF1 
activity affects the state of transcriptome of leukemia cells. This effect is realized in two ways: through the differential 
expression of the target genes controlled by oncogene, and also through control of differential splicing. The presented 
results indicate the discovery of a new biological activity of oncogene KMT2A-AFF1, and it also opens new perspectives 
in study of t (4; 11)(q21; q23) positive leukemia.

Key words: fusion oncogene KMT2A-AFF1; knockdown of expression; alternative RNA splicing; human leukemia 
cells.

Хромосомные перестройки являются одними из наиболее частых генетических аномалий, ассо-
циированных с развитием лейкозов у человека. Среди них особо выделяется группа реципрокных не-
гомологичных транслокаций, приводящих к образованию гибридных онкогенов. В частности, такая 
транслокация, как t (4; 11)(q21; q23), порождает гибридный локус KMT2A-AFF1 [1]. Появление этого 
онкогена в гемопоэтических стволовых /прогениторных клетках человека является одним из факторов 
инициации и формирования острого лимфобластного лейкоза (ОЛЛ) у детей [2]. К сожалению, несмо-
тря на длительную историю изучения, механизмы лейкозогенной активности онкогена KMT2A-AFF1 
в полной мере не расшифрованы [3].

Цель настоящей работы – выяснить, каково влияние вышеуказанного онкогена на качественный 
и количественный состав транскриптома лейкозных клеток. Для этого с помощью РНК-интерференции 
экспрессия онкогена KMT2A-AFF1 в клетках ОЛЛ подавлялась, после чего по технологии RNA-Seq 
проводилось секвенирование транскриптома таких клеток, а полученные экспериментальные данные 
подвергались биоинформационному анализу.

Результаты наших исследований показывают, что влияние онкогена KMT2A-AFF1 на состояние 
транскриптома лейкозных клеток реализуется двумя путями: через дифференциальную экспрессию 
множества генов, подконтрольных этому онкогену, а также через прямой или опосредованный контроль 
дифференциального сплайсинга. Полученные результаты являются первым свидетельством существо-
вания у онкогена KMT2A-AFF1 новой биологической активности. Возможно, что именно измененное 
под влиянием этого онкогена состояние транскриптома и формирует фенотипические особенности лей-
козных клеток при ОЛЛ.

Материалы и методы исследований
Представленное исследование основано на данных, полученных на клетках линии SEM (DSMZ 

№ ACC 546), которая является модельной клеточной линией положительной по транслокации t (4; 11)
(q21; q23) формы ОЛЛ. Клетки SEM были обработаны двумя типами коротких интерферирующих РНК 
(киРНК): контрольными – siAGF1, которые распознают РНК онкогена RUNX1-RUNX1T1, но не онкогена 
KMT2A-AFF1, и активными – siAM4, позволяющими запускать искусственную РНК-интерференцию 
против KMT2A-AFF1. Обработка целевых клеток киРНК, выделение из них и очистка фракции поли-
аденилированной РНК, подготовка библиотек для секвенирования по технологии RNA-Seq и само сек-
венирование проводились на базе Детского онкологического центра Вульфсона при Ньюкаслском уни-
верситете (г. Ньюкасл, Великобритания) согласно стандартным протоколам.

Файлы FASTQ, полученные в результате секвенирования транскриптома клеток SEM, подверга-
лись стандартной процедуре предпроцессинга, после чего короткие секвенированные фрагменты РНК  
(прочтения или риды) картировались по эталонной сборке GRCh38.p7 генома человека с помощью 
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программы Subjunc [4]. Этот же алгоритм использовался для идентификации соединений экзонов – 
EEJs (от англ. exon-exon junctions) в зрелых молекулах РНК и количественной оценки их встречаемости 
в транскриптоме клеток SEM. Сбор количественной информации по экспрессии экзонов и генов в изу-
чаемых клетках осуществлялся с помощью программы featureCounts [5].

Все количественные данные, полученные при секвенировании транскриптома клеток SEM по тех-
нологии RNA-Seq и после картирования прочтений, подвергались многоступенчатой фильтрации, 
нормализации и трансформации, коротко описанным в контексте дальнейшего изложения результа-
тов. Линейное моделирование и идентификация генов, дифференциально экспрессированных в двух 
состояниях изучаемых клеток (после обработки контрольными или активными киРНК), проводились 
в соответствии с описанием в [6 –8]. Для идентификации дифференциальных сплайсинговых событий 
использовались функциональные возможности программы diff Splice [6].

Статистические тесты и другие рутинные вычислительные процедуры проводились согласно об-
щепринятым стандартам. Вся аналитическая работа, результаты которой представлены в настоящем 
исследовании, проведена в среде программирования R с использованием как уже готовых решений, 
доступных через репозиторий Bioconductor, так и с помощью оригинальных программ, написанных 
авторами исследования.

Результаты исследований и их обсуждение
Прямое или непрямое влияние гена на альтернативный сплайсинг можно обнаружить по диффе-

ренциальному сплайсингу. Под дифференциальным сплайсингом подразумевается альтернативный 
сплайсинг, зависимый от условий, в данном случае – от экспрессии изучаемого гена. Исходя из этого, 
нами проведен нокдаун онкогена KMT2A-AFF1 в клетках ОЛЛ линии SEM, содержащих транслокацию 
t (4; 11)(q21; q23), с помощью искусственно запускаемой РНК-интерференции и секвенирован транс-
криптом лейкозных клеток по технологии RNA-Seq. Дальнейшее картирование коротких прочтений 
и сбор количественной информации по экспрессии генов и идентифицированным EEJs были проведе-
ны так, как описано в разделе «Материалы и методы исследований».

Дифференциальный сплайсинг может быть как самостоятельным процессом, так и ассоциирован-
ным с дифференциальной экспрессией генов. В связи с этим первоначально нами с использованием 
функциональных возможностей R /Bioconductor библиотек limma [6] и edgeR [7] проведено линейное 
моделирование экспрессии генов в клетках SEM, обработанных контрольными siAGF1 и активными 
siAM4 киРНК. Количественные данные, необходимые для такого моделирования, были получены нами 
путем подсчета количества прочтений, перекрывающих экзоны генов человека. Координаты экзонов 
эталонной сборки GRCh38.p7 генома человека были взяты из 85-го выпуска базы данных Ensembl [9]. 
При этом все экзоны, в частности те, геномные координаты которых перекрываются, но отличаются 
по одному или обоим концам, были объединены в экзонные кластеры. Количество прочтений, попа-
дающих в тот или иной кластер, было суммировано по генам и нормализовано относительно общего 
размера кластеров каждого гена.

Распределение уровней экспрессии генов в клетках SEM, как видно на рис. 1, а, носит бимодальный 
характер. Существенная часть генов характеризуется очень низким уровнем экспрессии, является шу-
мом и не может быть использована в дальнейшем анализе.

Кроме того, те данные, которые отражают экспрессию действительно работающих генов, демон-
стрируют гетероскедастичность – высокую дисперсию при низких значениях экспрессии и, наоборот, 
низкую дисперсию при высокой экспрессии, что наглядно демонстрирует кривая локально взвешенной 
регрессии на рис. 1, б. С учетом таких особенностей данных нами не только отфильтрован шум, но 
также проведены voom-нормализация [10] и логарифмическая трансформация оставшихся данных для 
снижения влияния неоднородной дисперсии на результаты линейного моделирования.

Результаты линейного моделирования, выполненного по стандартной методологии [6–8] на норма-
лизованных данных, показывают, что нокдаун онкогена KMT2A-AFF1 приводит к дифференциальной 
экспрессии части генов в клетках SEM (рис. 1, в). Количество таких генов зависит от величины выбран-
ных статистических порогов; так, при использовании консервативных величин этих порогов (минимум 
двукратное изменение экспрессии между условиями при p < 0,001 и q < 0,1) можно говорить о 65 генах 
с дифференциальной экспрессией. Полученные данные также указывают на то, что невозможно на-
прямую, без учета дифференциальной экспрессии генов, идентифицировать дифференциальные сплай-
синговые события в клетках SEM.

С учетом вышеизложенного нами расширено стандартное линейное моделирование путем введе-
ния дополнительного этапа, позволяющего скорректировать те искажения, которые вносит дифферен-
циальная экспрессия генов при обнаружении дифференциальных сплайсинговых событий. Для этого  
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в результате картирования RNA-Seq прочтений с помощью программы Subjunc [4] нами собраны данные 
обо всех потенциальных EEJs в виде матрицы сплайсинга. Далее, количественные данные последова-
тельно нормализовались относительно размера библиотек RNA-Seq и преобразовывались в количество 
прочтений на миллион – CPM (от англ. counts per million). Поскольку данные RNA-Seq о сплайсинго-
вых событиях, как и данные об экспрессии генов, проявляют гетероскедастичность (рис. 2, а), то к ним 
также были применены voom-нормализация [10] и логарифмическая трансформация.

Подготовленные таким образом данные использовались для расчета параметров линейных моделей, 
из которых с помощью функции diff Splice [6] извлекалась информация о дифференциальных событиях 
сплайсинга. К последним были отнесены те EEJs, которые на фоне других EEJs статистически зна-
чимо ( p < 0,000 1 и q < 0,1) и не менее чем двукратно отличались по частоте встречаемости в зрелых 
молекулах РНК генов при разных состояниях клеток SEM. С помощью такого подхода нам удалось 
идентифицировать 73 события дифференциального сплайсинга, ассоциированного с нокдауном онко-
гена KMT2A-AFF1 и затрагивающего созревание молекул РНК 57 генов. Графически эти результаты 
отображены на рис. 2, б, с помощью графика-вулкана.

Интересно отметить, что 97,8 % всех сплайсинговых событий (как дифференциальных, так и не-
дифференциальных), обнаруженных в клетках SEM, представлены EEJs, аннотированными в 85-м вы-
пуске базы данных Ensembl. Лишь 2,2 % (или 2005 в абсолютном исчислении) таких событий являются 
уникальными для изучаемого типа клеток (рис. 2, в). Кроме того, из рис. 2, в, видно, что два состояния 
транскриптома клеток SEM (без нокдауна и с нокдауном онкогена KMT2A-AFF1) качественно отлича-
ются лишь по 30 сплайсинговым событиям. Более же существенная разница между этими двумя со-
стояниями клеток обнаруживается только при количественном анализе.

Преобладающим типом альтернативного сплайсинга среди идентифицированных дифференциаль-
ных EEJs являются изоформы интронов – незначительные вариации длины интронов по 5′- и 3′-концам 
одновременно (рис. 3, а), на долю которых приходится 39,7 %. Далее, идут такие варианты, как альтер-
нативный первый или последний экзоны (16,4 и 9,6 % соответственно) и кассетные экзоны (12,3 %). 
На другие типы альтернативного сплайсинга приходится незначительная доля дифференциальных EEJs.

Рис. 1. Нокдаун онкогена KMT2A-AFF1 приводит к дифференциальной экспрессии генов в клетках SEM: 
а – распределение уровней экспрессии генов в клетках, обработанных контрольными siAGF1 (пунктирные кривые)  

и активными siAM4 (сплошные кривые) киРНК. Здесь и далее уровень экспрессии генов выражен  
в RPKM (от англ. reads per kilobase per million) или количестве прочтений из 1 млн прочтений в библиотеке RNA-Seq,  

приходящихся на 1 тыс. нуклеотидов экзонных кластеров гена. Вертикальная линия показывает  
положение порога экспрессии, использованного для фильтрации данных;  

б – исходные данные, полученные при секвенировании транскриптома клеток SEM по технологии RNA-Seq,  
демонстрируют гетероскедастичность. Серая линия показывает прохождение кривой локально взвешенной регрессии;  

в – согласно результатам линейного моделирования нокдаун онкогена KMT2A-AFF1 в клетках SEM меняет экспрессию 65 ге-
нов. Ось абсцисс показывает log2-трансформированную разницу (log FC) в экспрессии генов между двумя условиями, а ось 
ординат отражает статистическую значимость этой разницы. Штриховые линии показывают положение порогов экспрессии 

и статистической значимости, которые были использованы при идентификации генов с дифференциальной экспрессией
Fig. 1. Knockdown of the KMT2A-AFF1 oncogene leads to differential expression of genes in SEM cells: 

a – distribution of the levels of gene expression in control siAGF1 (dashed lines) and active siAM4 (solid lines)  
siRNA treated cells. Here and below, the levels of gene expression are calculated in RPKM,  
or reads per kilobase per million. Vertical line is the expression threshold for data filtration;  

b – raw RNA-Seq transcriptomic data from SEM cells demonstrate heteroscedasticity. Gray line is a locally weighed regression trend;  
c – according to linear modeling, knockdown of the KMT2A-AFF1 oncogene changes the expression of 65 genes in SEM cells. 

x-Axis shows the log2 transformed fold changes (log FC) in gene expression between two states of cells.  
y-Axis demonstrates the statistical significance of log FC. Dashed lines correspond to expression and significance  

thresholds which were used for identification of differentially expressed genes
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Рис. 2. Нокдаун онкогена KMT2A-AFF1 приводит к дифференциальному сплайсингу РНК ряда генов, активных в клетках SEM:  
а – репрезентативная диаграмма сравнения двух образцов РНК, выделенных из клеток SEM и секвенированных по техноло-

гии RNA-Seq. Диаграмма основана на количественных данных о тех прочтениях, которые были картированы по EEJs; 
б – график-вулкан распределения EEJs между двумя состояниями клеток SEM. Ось абсцисс показывает log FC  

частоты встречаемости EEJs в зрелых молекулах РНК генов при разных состояниях изучаемых клеток, а ось ординат  
отражает статистическую значимость log FC. Штриховые линии показывают положение порогов, которые были  

использованы при идентификации дифференциальных сплайсинговых событий;  
в – диаграмма Венна, представляющая распределение всех EEJs, идентифицированных в исследовании,  

между клетками SEM, обработанными контрольными и активными киРНК. На диаграмме  
также представлено сравнение экспериментально обнаруженных EEJs с базой данных Ensembl

Fig. 2. Knockdown of the KMT2A-AFF1 oncogene leads to differential RNA splicing of the sub-set of genes active in SEM cells:  
a – representative scatterplot of the two RNA-Seq sequenced RNA samples from SEM cells.  

This plot is based on reads mapped to EEJs only;  
b – volcano plot of EEJs distribution between two states of SEM cells. x-Axis shows the log FC of EEJs  

and y-axis demonstrates the statistical significance of this log FC. Dashed lines correspond  
to thresholds which were used for identification of differential splicing events;  

c – Venn diagram shows the overlap between EEJs identified in control and active siRNA treated SEM cells and Ensembl EEJs

Рис. 3. Классификация дифференциальных EEJs, обнаруженных в клетках SEM: 
а – распределение дифференциальных EEJs по типам альтернативного сплайсинга, %: альтернативный первый  

экзон (AFE), альтернативный последний экзон (ALE), кассетный экзон (CE), экзитрон (Ex), изоформа интрона (II),  
сохранение интрона (IR), альтернативный 3′-сайт сплайсинга (A3ss) и альтернативный 5′-сайт сплайсинга (A5ss);  
б – распределение сайтов сплайсинга (ss) недифференциальных (ndSpl) и дифференциальных (dSpl) EEJs среди  
функциональных типов экзонов человека: неаннотированные экзоны ( ), 5′-UTR-экзоны ( ), CDS-экзоны ( ),  

3′-UTR-экзоны ( ), экзоны некодирующих РНК ( ) и мультифункциональные экзоны ( )
Fig. 3. Classification of differential EEJs detected in SEM cells:  

a – alternative splicing type based classification of differential EEJs, %: alternative first exon (AFE),  
alternative last exon (ALE), cassette exon (CE), exitron (Ex), intron isoform (II), intron retention (IR),  

alternative 3′-splice site (A3ss) and alternative 5′-splice site (A5ss);  
b – the distribution of splice sites (ss) of non-differential (ndSpl) and differential (dSpl) EEJs among  
of functional type of human exons: non-annotated exons ( ), 5′-UTR exons ( ), CDS exons ( ),  

3′-UTR exons ( ), exons of non-coding RNA ( ) and multifunctional exons ( )
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Особый тип альтернативного сплайсинга представляют экзитроны – участки CDS-экзонов, коди-
рующих белок, которые могут выступать в качестве интронов и удаляться во время сплайсинга [11]. 
Среди дифференциальных EEJs нами обнаружены два таких события, причем оба затронули сплайсинг 
РНК генов FUS и SON, кодирующих факторы сплайсинга и принадлежащих к группе генов, анноти-
рованных в базе данных Gene Ontology как гены факторов связывания РНК и сплайсинга. Членами 
данной группы статистически значимо (  p = 0,00913) в 3,73 раза обогащен список генов, для которых 
был детектирован дифференциальный сплайсинг в настоящем исследовании. Эти данные указывают на 
существование петли ауторегуляции дифференциального сплайсинга, ассоциированного с нокдауном 
онкогена KMT2A-AFF1 в клетках SEM.

Интересно отметить, что CDS-экзоны фигурируют в качестве объектов не только такого альтерна-
тивного сплайсинга, как экзитроны, но и функционального типа экзонов, частота вовлечения которого 
в дифференциальный сплайсинг ниже, чем в недифференциальный (см. рис. 3, б ). В целом для диффе-
ренциального сплайсинга по сравнению с недифференциальным характерна статистически значимая 
(согласно критерию χ2 p < 0,001) разница в распределении сайтов сплайсинга среди функциональных 
типов экзонов, причем с явным сдвигом в сторону экзонов, не аннотированных в 85-м выпуске базы 
данных Ensembl (см. рис. 3, б).

Таким образом, в настоящей работе впервые показано, что нокдаун онкогена KMT2A-AFF1 в клетках 
ОЛЛ, положительных по транслокации t (4; 11)(q21; q23), сопровождается не только дифференциальной 
экспрессией некоторых генов, но и дифференциальным сплайсингом РНК ряда генов, в том числе ге-
нов, кодирующих факторы сплайсинга. Возможно, открытая нами и ранее неизвестная биологическая 
активность онкогена KMT2A-AFF1 вносит вклад в развитие ОЛЛ, что, однако, требует дальнейших 
специализированных исследований.
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