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ВВЕДЕНИЕ

С открытием большого класса длинных неко-
дирующих РНК (lncРНК) началась эпоха актив-
ного исследования их функций. В результате были 
идентифицированы и  подробно изучены такие 
известные lncРНК, как XIST, MALAT1, HOTAIR, 
GAS5, HOTTIP, TERRA и FIRRE [1–3]. Из про-
веденных на сегодняшний день исследований из-
вестно, что lncРНК обладают способностью изме-
нять архитектуру хроматина, регулировать сборку 
и функционирование бимолекулярных конденса-
тов, влиять на стабильность и процессинг мРНК, 
а также регулировать различные сигнальные пути 

[4–6]. Описанные примеры демонстрируют ши-
рокий спектр молекулярных функций, связанных 
с участием lncРНК во многих ключевых клеточных 
процессах [7–10].

Согласно данным проекта GENCODE (вер-
сия 44) [11], в геноме человека аннотировано срав-
нимое число генов lncРНК (19 928) и белоккодиру-
ющих генов (19 393). Следовательно, кроме иссле-
дования функций конкретных lncРНК, необходимо 
проводить широкомасштабный функциональный 
анализ аннотированных транскриптов генов lncРНК.

Один из наиболее распространенных подходов – 
использование нокдауна библиотек генов с после-
дующим анализом клеточного фенотипа. В круп-
номасштабных скринингах нокдаун проводят 
с использованием различных технологий. Так, для 
анализа роли 2 231 lncРНК в процессе делении кле-
ток HeLa использовали малые интерферирующие 
РНК (siРНК) [12], для выявления функционально 
значимых генов среди 285 lncРНК в дермальных 
фибробластах человека – антисмысловые олигону-
клеотиды [13], а для изучения влияния 214 lncРНК 
на процессы деления и  поддержания плюри-
потентности эмбриональных стволовых клеток 
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Сокращения: CRISPRi  – CRISPR-интерференция; HK 
(housekeeping) – (ген) “домашнего хозяйства”; lncРНК – 
длинные некодирующие РНК; FPKM (fragments per kilobase 
per million mapped reads) – число фрагментов на 1 тыс. ос-
нований транскрипта на 1 млн картированных прочтений; 
TPM (transcripts per million) – число транскриптов на мил-
лион прочтений; TSS (transcription start site) – сайт начала 
транскрипции; кОРС – короткая открытая рамка считы-
вания; shРНК – короткие шпилечные РНК; sgРНК – на-
правляющие РНК; snoРНК – малые ядрышковые РНК; 
miРНК – микроРНК; БКГ – белоккодирующий ген.
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мышей – короткие шпилечные РНК (shРНК) [14]. 
В  результате этих исследований было получе-
но множество функционально значимых транс-
криптов, управляющих процессами жизнедеятель-
ности клеток. Тем не менее более подробное изу-
чение молекулярных функций выявленных генов 
остается задачей для будущего рассмотрения.

В  представленной работе проведен ретро-
спективный анализ данных крупномасштабно-
го скрининга на основе CRISPR-интерференции 
(CRISPRi) [15]. Мы выявили и охарактеризовали 
активно экспрессирующиеся функциональные 
lncРНК, а затем проанализировали их молекуляр-
ные функции, основываясь на результатах работ, 
опубликованных за последние несколько лет. Мы 
также оценили кодирующий потенциал отобран-
ных lncРНК-хитов. В результате выявлен широкий 
спектр молекулярных функций lncРНК, в том чис-
ле связанных с кодированием пептидов.

МЕТОДЫ

Методы анализа данных крупномасштабно-
го скрининга. Для анализа результатов крупно-
масштабного скрининга аннотированных транс-
криптов использовали данные исследования функ-
циональных локусов lncРНК в клетках человека 
с помощью метода CRISPRi [15]. Скрининг с ис-
пользованием технологии CRISPRi проведен для 
16 401 lncРНК человека. Аннотации транскриптов 
lncРНК были взяты из Ensembl build 75 [16], 
MiTranscriptome [17], каталога lncРНК человека 
[18] и набора специфичных для мозга lncРНК [19].

Для отбора функционально значимых ге-
нов lncРНК использовали значения уровня экс-
прессии и  количественного показателя нокда-
уна, которые были измерены S. Liu с соавт. [15] 
для 16 401 lncРНК в клеточных линиях HEK293T, 
K562, MCF7, MDA-MB‑231, HeLa и  U87. Уро-
вень экспрессии для каждой lncРНК определяли 
как среднее значение числа фрагментов на 1 тыс. 
оснований транскрипта на 1  млн картирован-
ных прочтений (fragments per kilobase per million 
mapped reads, FPKM) повторных образцов по дан-
ным РНК-секвенирования открытых источников 
данных: HEK293T (GSE56010), HeLa (GSE30567, 
GSE33480, GSE23316), K562 (GSE30567, GSE33480, 
GSE23316),  MCF7(GSE30567, GSE33480), 
MDAMB231 (GSE73526, GSE45732). Данные по 
РНК-секвенированию клеточной линии U87 были 
взяты из работы [15].

Количественный показатель нокдауна опре-
делял нормализацию обогащения направляющих 
РНК (single guide RNA, sgРНК) для таргетной 
lncРНК по общему числу удвоений клеток. Такой 
параметр был выбран для нормализации обога-
щения sgРНК в клеточных линиях с разной ско-
ростью роста. Таким образом, количественный 

показатель нокдауна отражает положительное или 
отрицательное влияние нокдауна гена на пролифе-
рацию клеток.

Наиболее функционально значимыми счита-
ли lncРНК с высоким уровнем экспрессии, а так-
же со значимым эффектом нокдауна во всех ис-
следованных клеточных линиях. Для отбора наи-
более функционально значимых lncРНК были 
построены распределения двух выбранных пара-
метров lncРНК в клеточных линиях. Далее на ос-
нове наблюдаемого правостороннего распределе-
ния значений уровня экспрессии предполагали, 
что lncРНК высоко экспрессируется в выбранной 
клеточной линии, если ее измеренный уровень 
экспрессии превышает средний уровень экспрес-
сии генов в  соответствующей клеточной линии: 
выше – (1), ниже – (0). В то же время на основе 
симметричного распределения значений количе-
ственного показателя нокдауна мы предполагали, 
что нокдаун lncРНК оказывает значимый эффект 
на пролиферацию клеток в выбранной клеточной 
линии, если ее измеренный показатель нокдауна 
превышает стандартное отклонение этого параме-
тра в соответствующей клеточной линии: выше – 
(1), ниже – (0). Таким образом, для каждой lncРНК 
оценили в общей сложности 12 параметров. Затем 
был определен “показатель значимости” lncРНК, 
который включал сумму значений 12 оценивае-
мых параметров. Полученное значение показателя 
значимости lncРНК отражает интегральную оцен-
ку как для количественного показателя нокдауна, 
так и для уровня экспрессии. Для lncРНК, оценка 
показателя значимости которых составила более 6, 
в соответствии с экспериментальными данными 
гарантирован наблюдаемый функционально зна-
чимый эффект нокдауна на пролиферацию кле-
ток и высокий уровень экспрессии не менее чем 
в  одной клеточной линии. Однако для исследо-
вания и  последующего углубленного биоинфор-
матического анализа мы выбрали более высокое 
пороговое значение, которое установили на уров-
не ≥8, – для отбора lncРНК-хитов. Дополнитель-
но учитывали, чтобы расстояние от сайта начала 
транскрипции (transcription start site, TSS) lncРНК 
до ближайшего TSS белоккодирующего гена было 
не менее 1000 п. н. (ввиду особенностей метода 
CRISPRi) и чтобы не было пересечений нуклео-
тидной последовательности lncРНК с  экзонами 
белоккодирующих генов.

Биоинформатический анализ lncРНК-хитов. Для 
отобранных lncРНК-хитов провели биоинформа-
тический анализ, включающий оценку уровеня 
экспрессии в  тканях человека, степень консер-
вативности, степень изученности и кодирующий 
потенциал.

Уровень экспрессии lncРНК в  тканях чело-
века оценивали с  использованием базы данных 
Genotype-Tissue Expression (GTEx v8) [20]. GTEx v8 
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содержит данные высокопроизводительного секве-
нирования для 54 образцов ткани от 948 доноров, 
cРНК-, ДНК- и иммунопреципитацией хроматина 
по крайней мере для 70 образцов на ткань. Для ка-
ждой lncРНК оценивали общую медиану по значе-
ниям экспрессии в единицах числа транскриптов 
на миллион прочтений (transcripts per million, TPM) 
в разных тканях человека.

В рамках анализа уровня экспрессии оценивали 
принадлежность гена lncРНК к генам “домашнего 
хозяйства” (housekeeping, HK), идентифицирован-
ных в рамках проекта FANTOM5 [21]: (0) – ген не 
относится к HK, (1) – ген относится к HK. Группа 
HK-генов идентифицирует группу генов, имеющих 
равномерный характер экспрессии среди 945 об-
разцов клеток и тканей человека.

Степень консервативности lncРНК оценивали 
с использованием геномного браузера UCSC [22]. 
На треке phastCons100way показано множествен-
ное выравнивание 100 видов позвоночных и оцен-
ка степени консервативности с использованием 
метода phastCons из пакета PHAST для всех 100 ви-
дов. Множественные выравнивания были получе-
ны с использованием Multiz и других инструментов 
выравнивания геномной последовательности, до-
ступных в UCSC браузере.

Анализ зависимости эффекта нокдауна lncРНК 
от типа клеток. Для определения функциональ-
но значимых lncРНК, нокдаун которых приводил 
к значимо различному влиянию на рост разного 
типа клеток, выбирали lncРНК с явно выражен-
ным разнонаправленным эффектом нокдауна на 
рост клеток не менее чем в двух клеточных линиях.

Степень изученности lncРНК оценивали по 
числу статей, относясихся к lncРНК (этот параметр 

определяли по ключевым словам в базе PubMed по 
состоянию на июль 2023 года) и опубликованных, 
начиная с 2017 года.

Оценка кодирующего потенциала lncРНК вклю-
чала исследование общедоступных эксперимен-
тальных данных рибосомного профилирования 
с использованием веб-браузеров GWIPS-viz [23] 
и Trips-Viz [24] (обозначали как (0) – отсутствие 
взаимодействия с рибосомами, (1) – наличие вза-
имодействия с рибосомами). Также мы провели 
анализ данных базы Lncpep (http://www.shenglilabs.
com/LncPep/) [25] и CPC2.0 (http://cpc2.gao-lab.
org/) [26] для оценки кодирующего потенциала ме-
тодами CPC2 и CPAT, основанными на анализе ну-
клеотидной последовательности генов, а также на-
личия экспериментального подтверждения транс-
ляции по данным рибосомного профилирования 
(число наборов данных). Дополнительно в рамках 
анализа кодирующего потенциала lncРНК учиты-
вали наличие опубликованных результатов, кото-
рые подтверждают трансляцию пептида с выбран-
ной lncРНК: (0) – соответствующих публикаций 
нет, (1) – такие публикации есть.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Необходимые для роста клеток 
высокоэкспрессирующиеся lncРНК:  

анализ данных CRISPRi
Для поиска новых потенциально значимых 

lncРНК мы провели анализ опубликованных 
данных крупномасштабного скрининга их генов. 
В анализ были включены данные CRISPRi-скри-
нинга для 16 401 lncРНК, полученные в 6 клеточных 
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линиях: HEK293T, K562, MCF7, MDA-MB‑231, 
HeLa, U87 [15]. В отличие от S. Liu с соавт. [15], 
наша цель заключалась в выявлении универсаль-
ных lncРНК, обладающих значимым клеточным 
фенотипом независимо от типа клеток.

На начальном этапе обобщили эксперименталь-
ные данные и отметили, что во всех 6 клеточных 
линиях экспрессируется только 5 605 lncРНК. Да-
лее оценили уровень экспрессии и значимость эф-
фекта нокдауна для отдельной lncРНК в каждой 
исследуемой клеточной линии. Таким образом, для 
каждой lncРНК в 6 клеточных линиях оценивали 
12 параметров. Если значение признака для отдель-
ной lncРНК превышало предопределенный по-
рог, то при оценке ему присваивалось значение 1, 
в противном случае – 0 (см. рис. 1а,б).

Далее суммировали оценки всех 12 признаков 
для каждой lncРНК в  отдельности. Такую сум-
марную оценку обозначили как “показатель зна-
чимости”. Из исходного набора lncРНК найдено 
примерно 1.5% (84), для которых показатель зна-
чимости ≥8 (см. рис.  1в). При отборе генов так-
же учитывали расстояние от TSS lncРНК до TSS 
ближайшего белоккодирующего гена (>1 000 п. н.) 
и  отсутствие перекрывания lncРНК с  экзонами 
белоккодирующего гена. В  результате выбрано 
18 lncРНК-хитов (рис. 2, табл. 1): NEAT1, SNHG12, 
EPB41L4A-AS1, SNHG16, SNHG1, SNHG7, 
MIR17HG, SCARNA10, CRNDE, LINC00680, 
SHNG25, SNHG6, LINC00339, LINC00263, 
SNHG30, LINC00493, SNHG15 и LINC01420.

Характеристика lncРНК-хитов  
и  их молекулярные фенотипы

С  целью охарактеризовать хиты lncРНК мы 
провели их комплексный анализ по различным 
параметрам, включая уровень экспрессии в тканях 
человека, эволюционную консервативность по-
следовательности, степень изученности и кодиру-
ющий потенциал. Обобщенные данные по характе-
ристикам хитов lncРНК приведены в табл. 1.

Для выявленных генов проведен анализ уровня 
экспрессии в тканях человека с использованием 
данных проекта GTEx v8. Для каждой lncРНК оце-
нивали общую медиану по значениям экспрессии 
в единицах TPM в разных тканях человека. Допол-
нительно учитывали принадлежность lncРНК-хи-
та к  группе генов HK, идентифицированным 
в рамках проекта FANTOM5 [21]. Также провели 

поиск корреляции между показателями экспрессии 
и данными о зависимом от типа клеток влиянии 
нокдауна lncРНК на пролиферацию [15].

В  целом, для выбранных lncРНК-хитов реги-
стрировали высокий уровень экспрессии (общая 
медиана TPM) в  тканях человека. Для lncРНК, 
таких как NEAT1, SNHG12, EPB41L4A-AS1, 
SNHG1, SNHG16, SNHG7, SNHG6, LINC00339, 
LINC00493, SNHG15 и  LINC01420, максималь-
ный уровень экспрессии (медиана TPM для одной 
ткани) соответствовал значениям, которые харак-
терны для белоккодирующих генов. Для некоторых 
lncРНК, включая NEAT1, SNHG1 и SNHG6, вы-
явлен высокий уровень экспрессии (более 50 TPM) 
во всех тканях GTEx v8.

Однако встречались lncРНК-хиты и  с  ткане-
специфичным типом экспрессии – для них полу-
чены средние (10–50 TPM) или низкие (<10 TPM) 
значения уровня экспрессии. К  ним относятся 
CRNDE, EPB41L4A-AS1, SNHG7, LINC00339, 
SNHG30 и  MIR17HG. Заметим, что тканеспе
цифичные lncРНК экспрессируются на значимом 
уровне только в одной ткани. Особенно четко эта 
особенность проявилась в случае lncРНК CRNDE, 
для которой рассчитаный в GTEx v8 уровень экс-
прессии во всех проанализированных образцах 
тканей составлял 1.37 TPM, в то время как в семен-
никах был максимальным – 52.2 TPM.

Профиль равномерной экспрессии, характер-
ный для HK-генов, как правило, не связан напря-
мую с  высоким уровнем экспрессии. Например, 
NEAT1 характерзуется высоким уровнем экспрес-
сии, но при этом не относится к HK-генам. Для 
lncРНК EPB41L4A-AS1, наоборот, выявлен сред-
ний уровень экспрессии, хотя ее ген принадлежит 
к HK. Сходный с генами HK профиль экспрессии 
во всех тканях наблюдали для LINC00680, SNHG12, 
SNHG16, SHNG25, LINC01420, LINC00 493 
и SCARNA10. Результаты проведенного нами ана-
лиза профилей экспресии lncРНК-хитов подтвер-
дили данные CRISPRi о наличии специфичных для 
типа клеток эффектов нокдауна в случае CRNDE, 
SNHG7, LINC00339 и SNHG30. Для LINC00493 
раньше также экспериментально продемонстри-
ровано наличие зависимости эффекта нокдауна от 
выбранного типа клеток [27]. Кроме того, при ана-
лизе данных CRISPRi для LINC00263, SCARNA10, 
SNHG6, SNHG25 и SNHG15 мы выявили специ
фичный для конкретного типа клеток эффект 

16 401
IncРНК [15]

5605
IncРНК

экспрессируются
в 6 клеточных линиях

84
IncРНК имеют

показатель
значимости ≥8

18
IncРНК расположены на

расстоянии ≥1000 п.н. от TSS
БКГ и не пересекаются

с экзонами БКГ

Рис. 2. Этапы отбора lncРНК с указанием критериев отбора и количества выбранных генов на каждом этапе. Обо-
значения: БКГ – белоккодирующие гены, TSS (transcription start site) – сайт начала транскрипции.
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нокдауна, который предстоит дополнительно под-
твердить экспериментально.

По результатам оценки степени консерватив-
ности lncРНК-хитов выявлена невысокая сте-
пень консервативности нуклеотидных последо-
вательностей отобранных генов lncРНК, что со-
ответствует данным по эволюции lncРНК [28]. 
Примечательно, что высокая степень консерва-
тивности последовательностей наблюдалась для 
SCARNA10 и  SHNG25. Полученные результаты 
можно объяснить тем, что SCARNA10 происхо-
дит из интронной области белоккодирующего гена 
NCAPD2, а значительная часть нуклеотидной по-
следовательности SHNG25 перекрывается с гена-
ми малых ядрышковых РНК (small nucleolar RNA, 
snoРНК): SNORD104 и SNORA50C. В общем слу-
чае для отобранных генов lncРНК замечено, что 
их экзонные последовательности более консер-
вативны, чем интронные области. Такой паттерн 
характерен для генов семейства SNHG (SNHG12, 
SNHG1, SNHG16, SNHG6, SNHG30) и  lncРНК 
MIR17HG, где высококонсервативные экзонные 
области способствуют последующей транскрип-
ции snoРНК или микроРНК (miРНК). В случае 
SNHG15 область транскрипции SNORA9 включена 
в его третий интрон, что объясняет сравнительно 
меньшую степень консервативности гена. С другой 
стороны, lncРНК, такие как CRNDE, LINC00680, 
LINC00263 и LINC01420, нами были идентифици-
рованы как консервативные гены (со средним по-
казателем PhastCons > 0.10). Важно отметить, что 
эти гены не пересекаются с интронными последо-
вательностями белоккодирующих генов или транс-
крипционными областями snoРНК или miРНК.

Мы также установили степень изученности 
lncРНК-хитов, используя для оценки характе-
ристики число статей (поиск проведен по клю-
чевым словам в  PubMed), вышедших с  момента 
публикации данных исследования CRISPRi [15]. 
По результатам проведенного анализа публикаци-
онной активности установлено, что, несмотря на 
появление новых технологий, позволяющих уче-
ным исследовать потенциально значимые новые 
гены, в научном сообществе сохраняется тенден-
ция к более глубокому изучению уже известных. 
В связи с этим большинство публикаций посвяще-
но таким хорошо известным lncРНК, как NEAT1, 
SNHG1 и CRNDE, что привело к высокой степени 
их изученности (>200 публикаций). Первые публи-
кации, посвященные среднеизученным генам (20–
200 публикаций), появились в период 2013–2019 гг. 
К  группе среднеизученных генов относятся 
EPB41L4A-AS1, LINC00339 и  SNHG12. Гены 
SCARNA10, LINC00680, SHNG25, LINC00263, 
SNHG30, LINC01420 и LINC00493 образуют груп-
пу генов с относительно низкой степенью изучен-
ности (<20 публикаций). Тем не менее выявленный 
уровень публикационной активности подчеркивает 

значимую роль этих lncРНК-хитов в регуляторном 
ландшафте генома.

Молекулярные партнеры и  функции для 
lncРНК-хитов проанализированы нами по дан-
ным, опубликованным в научной литературе (табл. 
S1 Дополнительных материалов см. на сайте http://
www.molecbio.ru/downloads/2024/3/supp_Konina_
rus.pdf). В результате проведенного анализа уста-
новлено, что большинство отобранных lncРНК 
выполняют свои функции, действуя как  “губ-
ки” для miРНК. В качестве примера можно при-
вести NEAT1 [29], SNHG12 [30], SNHG16 [31], 
SNHG1 [32], SNHG7 [33], MIR17HG [34], CRNDE 
[35], SNHG6 [36], LINC00339 [37], LINC00263 
[38] и LINC01420 [39]. Некоторые из выявленных 
lncРНК-хитов выступают в  роли эпигенетиче-
ских регуляторов, взаимодействуя с белками PRC2 
или DNMT1/2 и  образуя с  генами-мишенями 
триплексы lncРНК-ДНК-РНК. Примером тако-
го взаимодействия являются NEAT1 [40], SNHG1 
[41], SNHG7 [42], CRNDE [43], SNHG6  [44] 
и SNHG15 [45].

Кроме того, можно выделить подгруппу 
lncРНК-хитов, которая взаимодействует с  раз-
личными ферментами и  факторами транскрип-
ции, тем самым принимая активное участие в ре-
гуляции процессов транскрипции, процессинга 
и трансляции РНК и в то же время играя ключе-
вую роль в активации сигнальных путей. К этой 
функциональной категории относятся NEAT1 [46], 
SNHG1[47], SNHG7 [48], SCARNA10 [49], CRNDE 
[50], LINC00680 [51], SNHG6 [52] и LINC01420 [53]. 
Следует отметить NEAT1 и  LINC01420, кото-
рые участвуют в образовании биомолекулярных 
конденсатов. NEAT1 связывается с  белками па-
распеклов [54], а  LINC01420 взаимодействует 
с белками Р-гранул [55]. К числу редких межмо-
лекулярных взаимодействий, обнаруженных для 
lncРНК-хитов, относится образование дуплек-
сов lncРНК-мРНК. Такие взаимодействия были 
обнаружены для LINC00680 [56], SNHG7 [57], 
NEAT1 [58] и MIR17HG [59].

Благодаря разнообразным взаимодействи-
ям lncРНК-хиты участвуют в  регуляции фунда-
ментальных клеточных процессов и вносят вклад 
в  развитие патогенеза заболеваний. Например, 
они вовлечены в онкологические, воспалительные 
и нейродегенеративные процессы, противовирус-
ный ответ, развитие сердечно-сосудистых заболе-
ваний и диабета.

Высокий белоккодирующий потенциал 
lncРНК-хитов: результаты рибосомного 

профайлинга
Поскольку lncРНК могут транслироваться в не-

большие функциональные пептиды, мы решили 
провести оценку кодирующего потенциала иссле-
дуемых lncРНК-хитов. Для этого использовали 
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данные рибосомного профайлинга (ribosome 
profiling, Ribo-Seq), доступные в  веб-браузерах 
GWIPS-viz [23] и Trips-Viz [24], и определяли воз-
можность взаимодействия целевых lncРНК с  ри-
босомами: (0)  – нет взаимодействия, (1)  – есть. 
Дополнительно для комплексной оценки возмож-
ности трансляции lncРНК-хитов использовали ме-
тоды оценки белоккодирующего потенциала CPC2 
и  CPAT, а  также сведения о  числе наборов дан-
ных рибосомного профайлинга, подтверждающих 
трансляцию lncРНК, из баз данных Lncpep (http://
www.shenglilabs.com/LncPep/) [25] и CPC2 (http://
cpc2.gao-lab.org/) [26]. Кроме того, провели анализ 
публикаций по lncРНК-хитам с целью выяснить, 
для каких из них получено экспериментальное под-
тверждение трансляции пептидов: (0) – релевант-
ных публикаций нет, (1) – релевантные публикации 
есть. Результаты анализа представлены в табл. 2.

Анализ данных из GWIPS-viz и Trips-Viz показал, 
что большинство lncРНК-хитов, за исключением 
SNHG25, имеют выраженные пики сигнала взаи-
модействия с рибосомой. Эти пики свидетельству-
ют о накоплении рибосом на перспективных сайтах 
начала трансляции lncРНК. Кроме того, исполь-
зуя данные из вышеуказанных веб-браузеров, мы 
определили примерную длину возможных корот-
ких открытых рамок считывания (кОРС). Так, для 
NEAT1, EPB41L4A-AS1, LINC00263 и LINC00493 
были выявлены кодирующие области длиной около 

300 н., а для MIR17HG, SCARNA10 и LINC00339 – 
примерно в три раза меньше (около 90 н.).

Информация из Lncpep, отражающая число 
наборов данных рибосомного профилирования, 
в которых была обнаружена трансляция выбран-
ной lncРНК, подтвердила результаты, получен-
ные с помощью GWIPS-viz и Trips-Viz. Достовер-
ное подтверждение трансляции, согласно данным 
Lncpep, получено для SNHG6 и LINC00493 – 156 
и 110 наборов данных соответственно. Для осталь-
ных lncРНК-хитов число наборов данных варьиро-
валось от 4 до 60.

Заметим, что значения кодирующего потенциа-
ла, полученные методами CPC2 и CPAT по шкале 
от 0 до 1, для lncРНК-хитов были низкими. Наи-
большие значения по CPAT составили 0.76 для 
NEAT1 и 0.37 для LINC00339, а по CPC2 – 0.69 для 
LINC00263 и 0.59 для NEAT1. Диапазон значений 
для остальных lncРНК варьировался от 0.005 до 0.3.

В  результате проведенного нами анализа ли-
тературы выявлено, что для некоторых выбран-
ных нами lncРНК-хитов есть эксперименталь-
ные доказательства трансляции. Это относится 
к EPB41L4A-AS1 [60], CRNDE [61], SNHG6 [62], 
LINC00493 [63] и  LINC01420 [64], для которых 
описаны кОРС и трансляция с них пептидов.

Однако для подтверждения высокого коди-
рующего потенциала NEAT1, SNHG1, SNHG7, 
SNHG12, SNHG15, SNHG16, MIR17HG, 
LINC00680, LINC00263 и LINC00339, а также для 

Таблица 2. Оценка белоккодирующего потенциала lncРНК-хитов

Ген TRIPS/ 
GWIPS ЭПа Размер пептида 

(a. о.) CPAT CPC2 Ribo-Seq  
(число наборов)

NEAT1 1 0 106 0.76 0.59 4
SNHG12 1 0 76 0.08 0.07 5
EPB41L4A-AS1 1 1 120 0.26 0.17 8
SNHG16 1 1 55 0.12 0.03 46
SNHG1 1 0 83 0.03 0.06 56
SNHG7 1 0 51 0.08 0.20 54
MIR17HG 1 0 31 0.35 0.13 5
SCARNA10 1 0 35 – 0.05 11
CRNDE 1 1 84 0.18 0.35 11
LINC00680 1 0 40 0.13 0.04 44
SNHG25 0 0 57 0.01 0.17 0
SNHG6 1 1 40 0.02 0.02 156
LINC00339 1 0 38 0.37 0.02 58
LINC00263 1 0 123 0.27 0.70 51
SNHG30 1 0 50 0.01 0.02 46
LINC00493 1 1 95 0.30 0.40 110
SNHG15 1 0 49 0.13 0.17 58
LINC01420 1 1 68 – 0.04 –
аЭкспериментальное подтверждение.
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оценки вклада транслируемых и  транскрибируе-
мых последовательностей вышеуказанных lncРНК 
в наблюдаемые клеточные и молекулярные фено-
типы необходимы дальнейшие экспериментальные 
исследования. Стоит заметить, что при оценке ко-
дирующего потенциала lncРНК с использованием 
методов на основе моделей машинного обучения 
важно соблюдать осторожность, так как при обу-
чении эти модели используют аннотации lncРНК 
в  качестве отрицательных примеров, что может 
привести к неточностям в оценках, полученных 
методами CPAT и CPC2. Использование данных 
рибосомного профайлинга для предварительной 
оценки возможности трансляции новых lncРНК 
дает более точный результат, чем существующие 
программные инструменты на основе методов ма-
шинного обучения.

Функциональный анализ пептидов,  
транслируемых с  lncРНК

В  настоящее время исследование функций 
пептидов, транслируемых с  lncРНК,  – актуаль-
ная задача молекулярной биологии. Роль пептидов 
остается малоизученной. Мы проанализировали 
функции пептидов, транслируемых с  lncРНК-хи-
тов. При поиске сответствующих публикаций мы 
нашли экспериментальные данные, полученные 

для EPB41L4A-AS1 [60], CRNDE [61], SNHG6 [62], 
LINC00493 [63] и LINC01420 [64]. Транслируемые 
с них пептиды имеют размер от 40 а. о. до 120 а. о. 
Их можно разделить на три группы: структурные 
(NBDY, CRNDEP) – участвующие в образовании 
биомолекулярных конденсатов; митохондриальные 
(TIGA1, SMIM26) – связанные с процессами в ми-
тохондриях; сигнальные (SNHG6 ORF#2) – вовле-
ченные в сигнальные пути.

Продемонстрировано, что NBDY участвует в фор-
мировании Р-телец, а CRNDEP – в образовании 
стрессовых гранул. Доказано, что TIGA1 и SMIM26 
вовлечены соответственно в регуляцию стабильно-
сти микротрубочек и процесс митохондриального 
импорта глутатиона. Недавно был открыт пептид 
SNHG6 ORF#2 и подтверждена его функция в акти-
вации сигнального пути TGF-β/SMAD (табл. 3).

Установлено влияние CRNDEP, SMIM26, 
NBDY и SNHG6 ORF#2 на такие фундаменталь-
ные клеточные процессы, как миграция и пролифе-
рация. Из этого следует, что трансляция пептидов 
может лежать в основе функций, ранее приписыва-
емых соответствующим lncРНК. Функциональная 
оценка роли транслируемых и транскрибируемых 
последовательностей lncРНК требует эксперимен-
тального подтверждения.

Таблица 3. Функции пептидов, которые транслируются с коротких открытых рамок считывания lncРНК-хитов

lncРНК Пептид Функция Источник

EPB41L4A-AS1 TIGA1

TIGA1 – митохондриальный пептид, выполняющий роль важнейше-
го посредника между микротрубочками и митохондриями. Его вли-
яние на стабильность микротрубочек достигается за счет взаимодей-
ствия с α-тубулином. Истощение TIGA1 приводит к дестабилизации 
микротрубочек, что вызывает функциональное нарушение потенци-
ал-зависимого анионного канала и провоцирует клеточный стресс. 
Описанный процесс, в свою очередь, активирует сигнальный путь 
p38 MAPK и усиливает накопление HIF‑1α.

[60]

CRNDE CRNDEP

CRNDEP участвует в клеточной пролиферации, поскольку его эн-
догенная экспрессия повышена в высокопролиферирующих тканях. 
Кроме того, при искусственной оверэкспрессии CRNDEP может сти-
мулировать образование стрессовых гранул.

[61]

SNHG6
SNHG6 
ORF#1 

и ORF#2

С предполагаемых открытых рамок считывания (ORF#1 и ORF#2) 
SNHG6 транслируются два пептида. Транслируемый пептид SNHG6 
ORF#2 активирует путь TGF-β/SMAD и способствует миграции кле-
ток и ЭМП в ЭСКЧ. Предполагается участие пептидов, кодируемых 
SNHG6, в развитии стромальных и эпителиальных клеток эндоме-
трия и связанных с этим гинекологических заболеваний.

[62]

LINC00493 SMIM26

Митохондриальный пептид SMIM26, кодируемый LINC00493, вы-
ступает в качестве белка-супрессора опухолей, особенно раковых. 
SMIM26 образует комплекс с AGK-SLC25A11 для поддержания ми-
тохондриального импорта глутатиона и ингибирования метастазиро-
вания светлоклеточной почечно-клеточной карциномы, опосредо-
ванного активацией сигнального пути AGK/AKT.

[63]

LINC01420 NBDY NBDY регулирует цитоплазматические рибонуклеопротеиновые гра-
нулы, известные как P-тела, и стабильность репортерных генов. [64]
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Развитие исследований в  области генома че-
ловека показало, что значительная часть транс-
криптов lncРНК играет гораздо большую роль 
в  биологических процессах, чем считали ранее. 
В последние годы понимание регуляторной роли 
lncРНК в развитии организмов расширилось, в то 
время как функциональная значимость установле-
на менее чем для 10% транскриптов lncРНК.

В  настоящее время для выявления функцио-
нально значимых lncРНК разработаны разные 
высокопроизводительные технологии. Нами про-
анализированы результаты одного из таких круп-
номасштабных скрининговых исследований, на-
правленного на изучение функциональных локусов 
lncРНК в клетках человека.

На данный момент уже выявлено и детально из-
учено множество тканеспецифичных lncРНК. Эта 
особенность lncРНК косвенно свидетельствует об 
их важной роли в  регуляции процессов и  функ-
ций, характерных для клеток определенных тканей. 
В качестве примера можно привести MUNC, кото-
рая экспрессируется в мышечной ткани и участвует 
в дифференцировке клеток мышц [65], и PCGEM1, 
специфичную для ткани предстательной железы 
и ассоциированную с раком простаты [66]. Однако 
здесь мы сосредоточили внимание на широкоэкс-
прессирующихся lncРНК и их функциональных ха-
рактеристиках, включая уровень экспрессии, сте-
пень консервативности и изученность. Кроме того, 
мы проанализировали взаимосвязь между пока-
зателями экспрессии и клеточными функциями, 
а также оценили кодирующий потенциал lncРНК.

Анализ экспериментальных данных, получен-
ных в результате исследований функциональных 
локусов lncРНК на основе CRISPRi [15], позволил 
отобрать 18 lncРНК, включающих как малоизучен-
ные, так и хорошо известные гены. Мы подтвер-
дили высокий уровень экспрессии отобранных 
lncРНК-хитов с помощью данных из GTEx v8. Бо-
лее того, мы обнаружили отсутствие прямой корре-
ляции между принадлежностью к группе HK-генов 
и высоким уровнем экспрессии. Еще одним важ-
ным наблюдением стало то, что выявленные эф-
фекты нокдауна, специфичные для конкретного 
типа клеток, частично согласуются с данными по 
образцам тканей из GTEx v8.

Для отобранных lncРНК общая консерватив-
ность нуклеотидных последовательностей была 
невысокой, однако определены отдельные высоко-
консервативные участки, такие как сегменты эк-
зонных последовательностей, области транскрип-
ции snoРНК и miРНК. Ретроспективный анализ 
публикаций подтвердил функциональную значи-
мость выбранных lncРНК.

Выявленные функции lncРНК-хитов согласу-
ются с результатами оригинального комплексного 

исследования, посвященного изучению связи меж-
ду lncРНК, модифицирующими клеточный рост, 
и их роли в патогенезе онкологических заболева-
ний. Мы определили основные механизмы, с по-
мощью которых lncРНК реализуют свои функ-
ции, включая конкурентное связывание с miРНК 
и участие в сигнальных путях. Заметим, что боль-
шинство выбранных генов входят в семейство ге-
нов-хозяев snoРНК (SNHG). У человека более 50% 
snoРНК происходят из генов-хозяев, причем около 
80% из них относятся к семейству SNHG. В насто-
ящее время это семейство насчитывает более 20 ге-
нов. Среди них наиболее изучены SNHG1, SNHG6 
и SNHG7. По результатам многочисленных иссле-
дований установлено, что это онкогены, вовлечен-
ные в канцерогенез многих типов злокачественных 
опухолей и патогенез различных заболеваний.

Результаты многих исследований подтвержда-
ют, что NEAT1 – функционально консервативная 
lncРНК, которая высоко экспрессирована в клет-
ках и тканях млекопитающих. NEAT1 взаимодей-
ствует с  различными молекулярными партнера-
ми, включая белки, miРНК, мРНК и ДНК. Дока-
зана ее функциональная значимость, в частности 
при различных онкологических заболеваниях, где 
NEAT1 участвует в ответе клеток на повреждение 
ДНК [29]. Имеются и данные о том, что NEAT1 
влияет на развитие нейродегенеративных заболева-
ний, включая болезнь Хантингтона, боковой ами-
отрофический склероз и болезнь Паркинсона [67]. 
Кроме того, NEAT1 является глобальным регулято-
ром, который действует путем активации врожден-
ного иммунитета при вирусной инфекции  [68]. 
NEAT1 считается перспективной терапевтической 
мишенью и диагностическим биомаркером. Кли-
нические испытания lncРНК NEAT1 начались 
в 2021 году. Ее клиническая значимость для онко-
логии уже доказана – экспрессия NEAT1 коррели-
рует с ответом пациентов на анти-PD‑1/PD-L1-те-
рапию при меланоме и глиобластоме [69].

Другой пример – новая перспективная lncРНК 
LINC00339. Многочисленные экспериментальные 
данные свидетельствуют о  ее повышенной экс-
прессии при эндометриозе, апоптозе кардиомио-
цитов, остеопорозе и онкологии [37, 70, 71]. Кро-
ме того, выявлена корреляция между LINC00339 
и клиническими показателями у онкологических 
больных: стадией заболевания, наличием метастаз 
в лимфатические узлы, степенью патологии и др. 
Также доказано, что LINC00339 влияет на базовые 
клеточные процессы опухолевых клеток, такие 
как пролиферация, подвижность и инвазивность, 
способствуя росту опухоли. Спектр механизмов, 
обеспечивающих функционирование LINC00339, 
включает привлечение miРНК, взаимодействие 
с транскрипционными факторами, участие в сиг-
нальных путях Wnt/β-катенин, MAPK и  RhoA. 
Значимые эффекты LINC00339 при различных 
заболеваниях свидетельствуют о возможности ее 
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использования в качестве диагностического мар-
кера и терапевтической мишени [37].

В ходе анализа данных, полученных с помощью 
CRISPRi, мы также отобрали для дальнейших экс-
периментальных исследований ряд малоизучен-
ных lncРНК, таких как SCARNA10, LINC00680, 
SHNG25, LINC00263, SNHG30, LINC01420, 
LINC00493.

Еще одна актуальная задача молекулярной 
биологии  – оценка белоккодирующего потен-
циала lncРНК. Исследования широкого спектра 
организмов выявили существование кОРС, ко-
дируемых практически всеми классами РНК. Во 
многих работах продемонстрирована трансляция 
пептидов с  кОРС, расположенных в  мРНК, ин-
тронах пре-мРНК, lncРНК и  даже в  первичных 
транскриптах miРНК и рибосомной РНК. Наибо-
лее перспективным источником таких рамок счи-
тывания считаются lncРНК. Проведенный нами 
анализ данных рибосомного профайлинга показал, 
что большинство lncРНК с высокой вероятностью 
транслирует небольшие пептиды. Рассчитанная 
нами длина кОРС lncРНК-хитов согласуется со 
средним значением в 24 кодона для lncРНК, иссле-
дованных J. Courso с соавт. [72]. Оценки, получен-
ные на основе моделей CPAT и CPC2, как правило, 
носят случайный характер и могут быть ошибочны-
ми. Например, для LNC01420 с экспериментально 
подтвержденной трансляцией функционального 
пептида значение, полученное с помощью CPC2, 
составляло 0.04. Подобные результаты указывают 
на основную проблему моделей машинного обуче-
ния при выборе обучающего набора данных.

Для пяти lncРНК-хитов: EPB41L4A-AS1  [60], 
CRNDE [61], SNHG6 [62], LINC00493 [63] 
и LINC01420 [64] – мы нашли подробные описа-
ния функций транслируемых пептидов. Так, NBDY 
и CRNDEP участвуют в образовании биомолекуляр-
ных конденсатов, TIGA1 и SMIM26 связаны с ми-
тохондриальными процессами, а SNHG6 ORF#2 
активирует сигнальный путь TGF-β/SMAD. Кроме 
того, большинство идентифицированных пептидов 
участвует в регуляции основных клеточных функ-
ций. Таким образом, в результате анализа уже опу-
бликованных данных по трансляции lncРНК стало 
понятно, что назрела необходимость пересмотра их 
аннотации и функций в масштабе всего генома.

Нами выявлен ряд lncРНК с высокой вероятно-
стью трансляции малых пептидов: NEAT1, SNHG1, 
SNHG7, SNHG12, SNHG15, SNHG16, MIR17HG, 
LINC00680, LINC00263 и  LINC00339. Экспери-
ментальное исследование их возможной трансля-
ции позволит углубить наши знания о регулятор-
ной сети генома.

Анализ истории версий GENCODE показыва-
ет, что аннотации генов человека постоянно об-
новлялись как для белоккодирующих генов, так 
и  для lncРНК [73]. В  настоящее время прежнее 

преобладание числа белоккодирующих генов над 
общим числом генов lncРНК изменилось на обрат-
ное – преобладание lncРНК. Версия GENCODE26 
(V26), выпущенная в  год публикации данных 
крупномасштабного исследования [15], содержа-
ла в общей сложности 58 219 аннотированных ге-
нов, из которых белоккодирующих было 19 817 
и lncРНК-кодирующих – 15 787. Текущая версия 
GENCODE44 (V44), выпущенная в 2023 году, со-
держит в общей сложности 62 700 аннотаций, из 
которых 19 396 белоккодирующих и 19 922 lncРНК. 
Выявленная корреляция между паттернами экс-
прессии lncРНК и  их способностью кодировать 
пептиды расширяет наше понимание транскрип-
ционного потенциала генома и его функциональ-
ных участков. Возможно, что в следующей версии 
аннотации генома человека число белоккодирую-
щих генов снова превзойдет таковое для lncRNA. 
Не исключены изменения в номенклатуре типов 
транскриптов и генов.

Исследование выполнено в  рамках Государ-
ственного задания Министерства науки и высше-
го образования Российской Федерации для Меди-
ко-генетического научного центра.

В данной статье не содержится исследований 
с участием животных, выполненных кем-либо из 
авторов. В данной статье не содержится исследо-
ваний с участием людей, выполненных кем-либо 
из авторов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.

ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ

Дополнительные материалы: Функции lncРНК-хи-
тов (табл. S1, см на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/3/supp_Konina_rus.pdf).
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Long non-coding RNAs (lncRNAs) are involved in many cellular processes while displaying high tissue 
specificity. In contrast, protein-coding genes, including the category of housekeeping ones, exhibit broad 
expression patterns. The aim of this study was to highlight the functional importance of widely expressed 
lncRNAs. We analyzed experimental data from cell-growth screen of lncRNA loci in human cells, 
which allowed us to identify 18 lncRNA hits. Notably, these lncRNAs were not only widely expressed 
in most human tissues, but also played functional roles within them. Detail investigation revealed them 
encompass a variety of molecular functions, from cardiomyocyte damage controlling to macrophage class 
switching. Interestingly, experimental data highlighted the fact that a significant part of these lncRNAs 
encoded small but functional polypeptides. A set of lncRNAs, NEAT1, SNHG1, SNHG7, SNHG12, 
SNHG15, SNHG16, MIR17HG, LINC00680, LINC00263 and LINC00339, that were highly likely 
to be translated into small polypeptides was identified. Additionally, for EPB41L4A-AS1, CRNDE, 
SNHG6, LINC00493, and LINC01420, a dual function associated with both the RNA sequences and 
small proteins they encoded was established.

Keywords: CRISPRi, long non-coding RNA, short open reading frame
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