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и для группы кДНК, и для группы полного RNA-Seq паттерн распределения типов альтернативного 
сплайсинга оказывается схожим. Примерно в  80  % случаев EEJs участвуют в  одном из трех типов 
сплайсинга (использование альтернативного 5′- или 3′-сайта сплайсинга либо пропуск нескольких кас-
сетных экзонов подряд). Однако картина значительно меняется, если для EEJs полного RNA-Seq про-
анализировать количество подтверждающих их чтений. Так, хотя EEJs, использующие альтернативный 
вариант 5′-сайта сплайсинга, составляют 30,6 % уникальных сплайсинговых событий, количественно 
на них приходится лишь 3,7 % чтений. Максимальным же уровнем покрытия обладают пропуски оди-
ночных кассетных экзонов и альтернативные 5′-концевые экзоны – суммарно на них приходится более 
80 % подтверждающих чтений (рис. 5, в).

Такое распределение соотносится с  нашей оценкой экспрессии полноразмерных мРНК RUNX1-
RUNX1T1 при помощи Salmon [14]. При этом основная часть транскриптов гибридного онкогена – ко-
дирующие полноразмерный либо же усеченный по C-концу белок транскрипты, состоящие из стан-
дартных экзонов гибридного онкогена, а также канонических кассетных экзонов 12а, 15а и 17а. Эти 
транскрипты нарабатываются с  использованием различных промоторных областей [24]. Доля же 
мРНК с неканоническими вариантами экзонов не превышает нескольких процентов от общего пула 
транскриптов RUNX1-RUNX1T1. Именно эти варианты РНК являются источниками альтернативных 
5′- и 3′-сайтов сплайсинга.

Для EEJs 12a12, 15a15, 17a17 и 12del, которые присутствуют в сборке полного RNA-Seq, мы оценили 
уровни экспрессии по отношению к стыку между экзонами 6 и 8b гибридного онкогена. Судя по всему, 
данный стык присутствует в большинстве гибридных транскриптов, служит надежным маркером РНК 
RUNX1-RUNX1T1 в клетке и может использоваться для определения примерной доли того или иного 
сплайсингового события в общем пуле транскриптов гибридного онкогена. При оценке использовались 
три разных способа: 1) определение доли включающих данный вариант сплайсинга мРНК по резуль-
татам Salmon; 2)  вычисление отношения числа чтений, подтверждающих экспериментальный стык, 
к числу чтений, подтверждающих стык 6-8b; 3) применение количественной ПЦР с использованием 
устойчивой к ITS обратной транскриптазы. Результаты представлены на рис. 6.

Как можно видеть, результаты прямого подсчета чтений и количественной ПЦР хорошо соотносят-
ся друг с другом. Несмотря на то что оценка Salmon имеет тенденцию к завышению долей отдельных 

Рис. 5. Классификация EEJs гибридного онкогена RUNX1-RUNX1T1 по модам альтернативного сплайсинга.  
Представлены частоты встречаемости (в процентах) семи основных мод сплайсинга среди EEJs,  

идентифицированных секвенированием по Сэнгеру (а), а также обнаруженных  
методом RNA-Seq без учета (б) или с учетом (в) уровня экспрессии

Fig. 5. Classification of EEJs of the fusion oncogene RUNX1-RUNX1T1 according to modes, or types, of alternative splicing.  
The figure shows the frequency (in percent) of the seven main splicing modes among EEJs  

identified by Sanger sequencing (a) and by RNA-Seq without (b)  
or with tacking into account the abundance of junctions (c)


