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Введение

Способность нуклеиновых кислот образовывать двухцепочечные структу
ры лежит в основе всех известных биологических процессов. В отличие от ДНК,
которая, как правило, находится в двунитевом состоянии, бóльшая часть моле
кул РНК в клетке являются одноцепочечными, но их отдельные участки могут
принимать конформации, содержащие двойные спирали, из которых формиру
ется структура. Изменения в структуре эукариотических РНК лежат в основе
механизмов регуляции многих клеточных процессов, включая сплайсинг.

Сплайсинг является одним из главных этапов созревания эукариоти
ческих пре-мРНК, при котором из них вырезаются интроны, а оставшиеся
экзоны соединяются, образуя зрелые мРНК. Сплайсинг может протекать
альтернативно, в результате чего из транскриптов одного и того же гена об
разуется множество различных сплайс-изоформ. Регуляция альтернативного
сплайсинга осуществляется за счет скоординированного действия большого чис
ла факторов, включающих в себя РНК-связывающие белки и структуру РНК.
Структура РНК способна блокировать цис-регуляторные элементы сплайсинга,
приближать или отдалять их друг от друга, создавая конформации, которые
нужны для получения необходимых клетке сплайс-изоформ. Неправильное сво
рачивание пре-мРНК может вызвать нарушения в работе сплайсинга, которые
являются причиной тяжелых наследственных, нейродегенеративных и онколо
гических заболеваний.

Принято различать четыре уровня организации структуры биополиме
ров: первичную, вторичную, третичную и четвертичную. Первичная структура
РНК — это линейная последовательность ее нуклеотидов, соединенных кова
лентными фосфодиэфирными связями. Способность нуклеотидов образовывать
пары, включая канонические Уотсон-Криковские, неканонические (например,
гуанин-урациловые, или G:U пары), а также имидазольные (хугстеновские)
и некоторые другие пары, приводит к сворачиванию первичной структуры
во вторичную, состоящую из характерных элементов: шпилек, стеблей, внут
ренних и множественных петель, а также псевдоузлов. Вторичные элементы
впоследствии собираются в трехмерные третичные структуры, которые ста
билизируются коаксиальным стекингом стеблей и взаимодействиями петель.
Наконец, взаимодействия с другими макромолекулами, включая РНК-белковые
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взаимодействия, приводят к образованию четвертичных структур. В данной
работе, посвященной вторичному уровню организации РНК, рассматриваются
только самые распространенные спаривания нуклеотидов — Уотсон-Криковские
и G:U пары.

Комплементарные спаривания оснований, из которых состоит структура
РНК, можно отнести к локальным и дальним взаимодействиям. Простейшим
типом локальной структуры РНК является шпилька. Поскольку сворачивание
пре-мРНК происходит ко-транскрипционно, основная часть ее структуры об
разуется за счет локальных взаимодействий. В отличие от локальных, дальние
взаимодействия образуются между комплементарными сайтами, разделенными
протяженными участками последовательности (более 100 нт). Дальние взаи
модействия обладают некоторыми чертами третичной структуры, но, как и
локальные, относятся ко вторичному уровню организации, т.е., определяют
укладку полинуклеотидной цепи вследствие спаривания между основаниями.
В данной диссертации термин «дальние взаимодействия» используется по отно
шению к комплементарным взаимодействиям внутри одной и той же молекулы
РНК, а не к межмолекулярным взаимодействиям, времени формирования
структуры, ее топологии или трехмерной организации.

Развитие технологий высокопроизводительного секвенирования привело к
появлению ряда экспериментальных методов для одновременного определения
структур в больших ансамблях молекул РНК. Однако структурная гетероген
ность молекул РНК, динамическая природа сворачивания и разреженность
получаемой информации значительно затрудняют интерпретацию результатов
этих экспериментов. Поэтому наряду с экспериментальными методами важное
практическое значение имеют вычислительные методы предсказания структу
ры РНК. Их можно подразделить на термодинамические и филогенетические.
Термодинамические методы находят оптимальный набор спариваний основа
ний, при котором свободная энергия молекулы РНК минимальна. Филогене
тические методы предсказывают комплементарность оснований в родственных
последовательностях, используя происходящие в них компенсаторные замены.
Одновременная минимизация свободной энергии и построение множественно
го выравнивания представляют из себя знаменитую задачу Санкова, которая
не имеет эффективного вычислительного решения. Основной темой данной
диссертационной работы является разработка методов, сочетающих в себе
термодинамический и филогенетический подходы, для предсказания дальних
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взаимодействий в структуре РНК и экспериментальная валидация их резуль
татов.

Актуальность темы исследования. В настоящее время изучение РНК
и ее структуры переживает бурный расцвет, однако подавляющее большинство
вычислительных исследований моделирует структуру РНК без псевдоузлов.
В действительности отсутствие псевдоузлов является техническим ограниче
нием метода динамического программирования, широко используемого для
предсказания вторичной структуры РНК. Это делает его неприменимым к
исследованию дальних взаимодействий, поскольку алгоритм оптимизации пред
почитает опустить высокоэнергетические дальние взаимодействия, которые
вследствие запрета на псевдоузлы оказываются несовместимыми с большим
числом низкоэнергетических, но суммарно более «выгодных» локальных спа
риваний. Поэтому разработка новых методов предсказания структуры РНК,
учитывающих дальние взаимодействия, является актуальной задачей, имею
щей важное фундаментальное значение.

Альтернативный сплайсинг играет определяющую роль в клеточной
дифференцировке и развитии организмов, а его нарушения приводят к воз
никновению болезней. Сплайс-изоформы, специфически экспрессируемые в
опухолевых клетках, все чаще используются для диагностики, прогноза и
таргетной терапии многих типов рака. Несмотря на значительный прогресс,
достигнутый в исследовании альтернативного сплайсинга, роль большинства
сплайс-изоформ в физиологических и патологических процессах остается неиз
вестной, как полностью не изучены и управляющие регуляцией этого процесса
факторы, в число которых входит структура пре-мРНК. В последние годы
значительно увеличилось число экспериментально подтвержденных примеров
функциональных структур РНК, влияющих на альтернативный сплайсинг, а
также предпринимаются попытки идентифицировать структуру РНК высоко
производительными методами. Несмотря на это, уровень структурированности
пре-мРНК и степень распространенности дальних взаимодействий остаются во
многом неизученными. Одной из задач данной диссертационной работы являет
ся составление полногеномного каталога предсказанных структур РНК в генах
человека и его сопоставление с экспериментальными сведениями.

Поскольку правильное сворачивание РНК необходимо для ее нормаль
ного функционирования, вполне естественно, что неправильное сворачивание
приводит к нарушению регуляции клеточных процессов. Мутации в сайтах,
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которые важны для образования структуры РНК и распознавания регуля
торными факторами, часто вызывают изменение сплайсинга. Так, мутации,
влияющие на дальние взаимодействия в структуре РНК, изменяют частоту ис
пользования одного из важных экзонов гена SMN2, связанного со спинальной
мышечной атрофией [1; 2]. Для для лечения этого тяжелого заболевания в 2016
году Управление по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов
и медикаментов США одобрило препарат «Спинраза» — антисмысловую оли
гонуклеотидную терапию, мишенью которой является структура РНК. Таким
образом, исследование влияния структуры РНК на альтернативный сплайсинг,
а также способов его коррекции с помощью антисмысловых нуклеотидов имеет
важное практическое применение.

Функция альтернативного сплайсинга состоит не только в генерации
мРНК, кодирующих различные белковые продукты, но и в посттранскрипци
онной регуляции экспрессии генов. В частности, в процессе так называемого
непродуктивного сплайсинга из-за сдвига рамки считывания или включения
ядовитых экзонов в мРНК могут вставляться преждевременные стоп кодоны,
в результате чего транскрипты деградируют по механизму нонсенс-опосредо
ванного распада. Непродуктивный сплайсинг регулирует уровни экспрессии
большого числа генов, а сбои в его работе приводят к развитию патологий.
Представляется особенно актуальным изучить роль структуры РНК в регуля
ции именно непродуктивного сплайсинга, где функции сплайс-изоформ легко
прослеживаются, в отличие от альтернативного сплайсинга в целом, где функ
ции белоккодирующих транскриптов далеко не всегда известны. Нахождению
ответов на этот и другие актуальные вопросы посвящена настоящая диссер
тационная работа.

Степень разработанности темы. О том, что молекулы РНК имеют
естественную склонность образовывать высокостабильные вторичные структу
ры, а изменения в этих структурах представляют собой механизм регуляции
клеточных процессов было известно еще на заре молекулярной биологии.
Согласно классической концепции, эукариотические РНК сразу после тран
скрипции покрываются РНК-связывающими белками, что препятствует их
сворачиванию [3]. Поэтому долгое время считалось, что после транскрипции
они могут сворачиваться лишь в течение очень ограниченного периода времени
и образуют в основном локальную структуру.
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Однако постепенно становилось понятно, что дальние взаимодействия в
структуре РНК играют важную роль в регуляции сплайсинга. Ярким приме
ром является открытый в 2005 году механизм взаимоисключающего сплайсинга
в гене клеточной адгезии синдрома Дауна (Dscam1 ) дрозофилы, пре-мРНК
которого содержит конкурирующие комплементарные спаривания оснований,
взаимодействующие на расстоянии до 10000 п.о. [4]. Было показано, что кон
курирующие структуры РНК определяют включение только одного из 48
вариабельных экзонов в кластере экзонов 6, а затем аналогичный механизм был
обнаружен и в других экзонах этого гена. Позднее дальние взаимодействия, ре
гулирующие альтернативный сплайсинг, были обнаружены в десятках других
эукариотических генов, а также в геномах вирусов, включая SARS-CoV-2 [5; 6].
Была показана определяющая роль РНК-структур с дальними взаимодействи
ями в регуляции многих биологических процессов, связанных с развитием и
нейрогенезом. Отдельные сообщения о структурах РНК, приближающих сайты
связывания РНК-связывающих белков к сайтам сплайсинга, комплементарных
областях, способствующих образованию кольцевых РНК, а также роли даль
них взаимодействий в транс-сплайсинге появлялись в литературе [7; 8], однако
все они касались генов, интерес к которым был обусловлен исследованием кон
кретных биологических систем.

Предсказание вторичной структуры РНК является второй по древности
задачей биоинформатики после задачи выравнивания гомологичных последо
вательностей, причем в основе решения обеих лежит метод динамического
программирования [9]. На сегодняшний день наиболее популярным алгоритмом
предсказания структуры РНК по последовательности является метод миними
зации свободной энергии, который реализован во многих программных пакетах
и использует экспериментально определенные термодинамические парамет
ры [10; 11]. Его основными ограничениями являются возрастающая неточность,
увеличивающаяся сложность вычислений и неспособность учитывать дальние
взаимодействия. Филогенетические методы, оценивающие частоты компенса
торных замен нуклеотидов в выравниваниях гомологичных последовательно
стей, еще более вычислительно затратны и, в сущности, тоже направлены на
предсказание локальных структур РНК, хотя и не содержат явного запрета на
псевдоузлы [12; 13].

В последние годы все большую популярность приобретают методы пред
сказания структуры РНК, основанные на машинном обучении. К ним относятся
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как традиционные статистические методы, так и методы, основанные на ис
пользовании нейронных сетей [14; 15]. Однако в отличие от методов, в которых
параметры оцениваются на основе экспериментов или эволюционных моделей,
методы машинного обучения вычисляют параметры, исходя из небольшого на
бора известных структур, что неизбежно приводит к смещению в сторону уже
исследованных структурных типов и переобучению модели. В настоящее время
из литературы известны лишь десятки примеров функциональных дальних вза
имодействий в структуре РНК, что не позволяет полноценно обучить сложные
статистические модели.

В 2008 году первое систематическое исследование влияния структуры
РНК на альтернативный сплайсинг, использующее структурную и функцио
нальную консервативность, позволило охарактеризовать элементы структуры
РНК в геноме человека, которые связаны с выбором альтернативных сплайс
сайтов [16]. Затем было показано, что тысячи гомологичных геномных областей
человека и мыши, не совпадающих по нуклеотидной последовательности, тем
не менее, содержат общие структуры, что позволило предсказать структуру
некоторых некодирующих РНК [17]. Также была реализована задача «пе
ревыравнивания» уже построенных полногеномных выравниваний с учетом
структуры РНК для нахождения разошедшихся по нуклеотидной последова
тельности, но все еще консервативных на уровне структуры РНК участков [18].
Однако эти исследования так не дали ответа на вопрос о распространенности
дальних взаимодействий в структуре РНК.

В настоящее время начали появляться методы, которые используют дан
ные высокопроизводительного секвенирования для моделирования структуры
РНК. Некоторые из них преобразуют показатели структурной реактивности
нуклеотидов в псевдоэнергии и применяют их в моделях, использующих штра
фы для спаренных оснований, однако область их применения ограничена
локальной структурой [19; 20]. Ответ на вопрос о дальних взаимодействи
ях дают эксперименты, основанные на лигировании пространственно близких
молекул, например метод конформационного секвенирования РНК, который
позволил создать карты связности для различных РНК, подобные картам
хроматиновых контактов [21]. Несколько лет назад был разработан метод, пре
образующий данные псораленового анализа структуры РНК в вероятности
образования пар между нуклеотидами, которые могут быть использованы для
нахождения репрезентативных ансамблей структур [22]. Таким образом, изуче
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ние структуры РНК и различных аспектов, связанных с ее регуляторной ролью
в биологических системах, является интенсивно развивающейся, современной
областью исследований.

Целью данной диссертационной работы является разработка методов
предсказания дальних взаимодействий в структуре РНК, объединяющих тер
модинамический и филогенетический подходы, сопоставление результатов их
предсказаний с экспериментальными данными, а также применение получен
ных методов к исследованию влияния структуры РНК на альтернативный
сплайсинг и изучение функциональных последствий этого влияния.

Для достижения поставленной цели необходимо было решить следующие
задачи:

1. Разработать методы предсказания дальних взаимодействий в струк
туре РНК, реализующие принципы «сначала выравнивание, потом
фолдинг» и «сначала фолдинг, потом выравнивание»;

2. Описать положение предсказанных РНК-структур относительно цис
регуляторных элементов в пре-мРНК и исследовать отклик тран
скриптома на замедление элонгации транскрипции в зависимости от
структуры РНК;

3. Сопоставить предсказания РНК-структур с данными конформационно
го секвенирования РНК in situ;

4. Разработать основанный на данных конформационного секвениро
вания РНК in situ метод предсказания структуры за пределами
консервативных областей;

5. Экспериментально валидировать влияние предсказанных РНК-струк
тур на основные типы событий альтернативного сплайсинга;

6. Разработать методы предсказания ауто- и кросс-регуляторного непро
дуктивного сплайсинга по транскриптомным данным;

7. Исследовать и экспериментально валидировать роль вторичной струк
туры РНК в регуляции непродуктивного сплайсинга.

Научная новизна работы заключается в следующем:

1. Разработаны новые методы предсказания дальних взаимодействий в
структуре РНК, применимые в масштабах эукариотических геномов.

2. Впервые описана взаимосвязь между расположением элементов вторич
ной структуры РНК и экзон-интронной разметкой генов, позициями
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сплайс-сайтов, сайтов редактирования РНК и сайтов связывания РНК
связывающих белков.

3. Впервые показано изменение сплайсинга в зависимости от структури
рованности РНК при замедлении элонгации транскрипции.

4. Выдвинута гипотеза о роли вторичной структуры РНК и котранскрип
ционного сплайсинга в предотвращении интронного полиаденилирова
ния и преждевременной терминации транскрипции.

5. Впервые изучены характеристики РНК-структур, поддерживаемых
данными конформационного секвенирования РНК in situ, и предложен
новый метод предсказания структуры РНК за пределами консерватив
ных областей, основанный на этих данных.

6. Впервые экспериментально подтверждено влияние структуры РНК на
альтернативный сплайсинг в генах CG33298, Gug и Nmnat дрозофилы,
а также в генах PHF20L1, CASK, ATE1, SF1 и MARK2 человека.

7. Разработаны антисмысловые олигонуклеотиды для модуляции сплай
синга через структуру РНК в вышеперечисленных генах.

8. Показано существование нескольких функционально различных струк
турных модулей в пре-мРНК гена ATE1 человека.

9. Впервые экспериментально подтверждено влияние скорости элонгации
транскрипции на альтернативный сплайсинг через дальние взаимодей
ствия в структуре пре-мРНК.

10. Предсказаны новые механизмы ауто- и кросс-регуляции непродуктив
ного сплайсинга.

11. Впервые предсказан и экспериментально подтвержден механизм ткане
специфической регуляции непродуктивного сплайсинга в генах DCLK2
и IQGAP1.

12. В генах BRD2 и BRD3 впервые предсказана и экспериментально под
тверждена регуляция непродуктивного сплайсинга РНК-структурами
и показано их независимое приобретение в процессе конвергентной эво
люции.

Теоретическая и практическая значимость. Теоретическая зна
чимость исследования заключается во всестороннем освещении проблемы
поиска дальних взаимодействий в структуре РНК и разработке методов их
предсказания, применимых в масштабах эукариотических геномов. В дис
сертации показывается, что такие методы неизбежно имеют высокую долю
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ложноположительных предсказаний, в частности, из-за консервативных мо
тивов, которые встречаются на противоположных цепях ДНК, а уровень
вариабельности нуклеотидных последовательностей в консервативных участ
ках недостаточен для оценки значимости РНК-структур по компенсаторным
заменам. Таким образом, работа дает представление о факторах, которые
ограничивают предсказательные возможности всех методов, основанных на
сравнительной геномике.

Установление взаимосвязи между расположением элементов структуры
РНК и цис-регуляторными элементами сплайсинга, в том числе подтвер
ждаемое данными конформационного секвенирования РНК, дает ответ на
фундаментальный вопрос молекулярной биологии о так называемом «коде
сплайсинга», т.е. объясняет то, как в эукариотических РНК распознаются и
вырезаются интроны. Экспериментальное изучение влияния скорости элон
гации транскрипции на сплайсинг показывает, что именно структура РНК
является медиатором взаимодействия между временными и пространственны
ми компонентами в его регуляции. Эти результаты, а также представленные
свидетельства того, что структура РНК и котранскрипционный сплайсинг
способствуют предотвращению интронного полиаденилирования и преждевре
менной терминации транскрипции, имеют важное теоретическое значение.

С точки зрения практической значимости понимание структуры РНК
важно для биомедицинских задач. Среди экспериментально подтвержденных
структур РНК, влияющих на альтернативный сплайсинг, следует отметить ре
гуляторные структуры в генах человека, связанных с заболеваниями. Большое
прикладное значение имеют предсказания регуляторных сетей, значительно
расширяющие существующие знания о непродуктивном сплайсинге. Подтвер
ждение роли структуры РНК в регуляции непродуктивного сплайсинга важно
для понимания механизмов патогенеза связанных с ним заболеваний. В дис
сертации продемонстрирована модуляция альтернативного сплайсинга через
блокировку структуры РНК антисмысловыми олигонуклеотидами, что откры
вает возможности для его коррекции, основанные не только на подавлении, но
и на активации включения экзонов. Разработка таких антисмысловых олиго
нуклеотидов может помочь получить индивидуальные лекарственные средства
с независимыми правами интеллектуальной собственности.

Кроме того, в данной диссертационной работе получены несколько пол
ногеномных каталогов РНК-структур, которые могут быть использованы
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широким кругом исследователей через доступные интерфейсы визуализации1

для изучения структур РНК в конкретных генах. Поэтому работа также имеет
энциклопедическую ценность.

Объекты и методы исследования. Объектами исследования являют
ся нуклеотидные последовательности геномов позвоночных и насекомых, их
транскрипты, экзоны, интроны и содержащиеся в них комплементарные участ
ки. Для выполнения работы применялся комплексный подход, включающий
в себя вычислительные и экспериментальные методы, такие как термодина
мическое моделирование структуры РНК, выравнивание последовательностей,
построение хеш-таблиц, анализ компенсаторных мутаций, высокопроизводи
тельное секвенирование РНК, конструирование минигенов, сайт-направленный
мутагенез, обратная транскрипция и полимеразная цепная реакция (ОТ-ПЦР),
ОТ-ПЦР в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ), суперэкспрессия и подавление
экспрессии генов с помощью микроРНК, блокировка структуры РНК антисмыс
ловыми олигонуклеотидами и др.

Основные положения, выносимые на защиту:

1. Комплементарные участки предпочтительно располагаются в интро
нах, подавляют использование криптических сплайс-сайтов и выпетли
ваемых экзонов, обогащены сайтами редактирования РНК и сайтами
связывания РНК-связывающих белков, и поддерживаются данными
конформационного секвенирования РНК in situ.

2. Изменение степени включения экзона при замедлении элонгации тран
скрипции зависит от структурированности предшествующего интрона.

3. Дальние взаимодействия в структуре РНК могут регулировать все ос
новные типы событий альтернативного сплайсинга и альтернативное
полиаденилирование, как показывают примеры в генах CG33298, Gug,
Nmnat, PHF20L1, CASK, ATE1, SF1 и MARK2.

4. Ген ATE1 содержит два функционально различных структурных мо
дуля, один из которых обеспечивает взаимоисключающий сплайсинг
экзонов, а другой благодаря дальним взаимодействиям на расстоянии
30000 п.о. контролирует соотношение сплайс-изоформ через котран
скрипционное сворачивание пре-мРНК.

1Представлены в приложениях к [23—25].
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5. Непродуктивный сплайсинг может регулироваться РНК-связывающи
ми белками и дальними взаимодействиями в структуре РНК, как
показывают примеры в генах DCLK2, IQGAP1, BRD2 и BRD3.

Достоверность результатов, в частности, предсказаний дальних взаимо
действий в структуре РНК обеспечивается их экспериментальной валидацией
в рамках данной диссертационной работы, а также сравнением с экспери
ментальными данными, полученными другими авторами. Все полученные
результаты обосновываются оценками статистической значимости и построе
нием доверительных интервалов. Результаты работы полностью согласуются с
результатами, известными из литературных источников. Достоверность полу
ченных результатов подтверждается публикациями в ведущих рецензируемых
научных журналах.

Апробация работы. Основные результаты работы были доложены ав
тором на следующих конференциях и конгрессах: Московская конференция по
вычислительной молекулярной биологии (МССМВ), Москва, РФ (2015, 2017,
2019, 2021, 2023 гг.); VI съезд биохимиков России, Дагомыс, РФ (2019 г.);
конференция «Информационные технологии и системы» (ИТиС), Казань, РФ
(2018 г.); международная конференция «Вычислительные подходы к структу
ре и функциям РНК», Бенаске, Испания (2009, 2012, 2015, 2018 и 2022 гг.);
международная конференция по интеллектуальным системам молекулярной
биологии (ISMB), Берлин, ФРГ (2013 г.), Прага, Чехия (2017 г.); международ
ная конференция по исследованиям в области вычислительной молекулярной
биологии (RECOMB), Барселона, Испания (2012 г.); ежегодный конгресс кон
сорциума «Энциклопедия элементов ДНК» (ENCODE), Сан Диего, США (2014
и 2016 гг.); международная конференция «Биология Геномов», Нью Йорк, США
(2014, 2015, 2016 гг.); международный конгресс по высокопроизводительному
секвенированию РНК, Барселона, Испания (2017, 2018, 2022 гг.); международ
ный симпозиум «Регуляторные сети РНК», Лиссабон, Португалия (2019 г.);
открытый семинар кафедры биомедицинской информатики, Гарвардский уни
верситет, Бостон, США (2018 г.).

Личный вклад. Биоинформатическая часть работы была выполнена ав
тором лично либо в соавторстве при непосредственном руководстве на всех
этапах проведения исследования. Имена соавторов по научным коллективам
указаны в соответствующих публикациях. Вклад автора во всех опубликован
ных работах, за исключением публикаций в составе консорциумов [26—29],
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является определяющим. Экспериментальные результаты, изложенные в гл. 4,
были получены в соавторстве c проф. Юаньчао Сюэ и проф. Чанчан Цао (Ки
тайская Академия Наук, КНР), а также проф. Юнфэн Джин (Чжэцзянский
университет, КНР). Экспериментальная валидация в гл. 4 и гл. 5 проводилась
в сотрудничестве с проф. Хуаном Валкарселем (Центр Геномной Регуляции,
г. Барселона), проф. П.М. Рубцовым (Институт Молекулярной Биологии им.
Энгельгардта РАН) и проф. О.А. Донцовой (МГУ им. М.В. Ломоносова). Экспе
рименты по высокопроизводительному секвенированию РНК проводились при
поддержке Центра Коллективного Пользования «ГЕНОМИКА» Сколковского
института науки и технологий. Под руководством автора диссертации в рамках
темы данной работы подготовлены и защищены четыре кандидатские диссерта
ции и более 20 выпускных квалификационных работ специалистов и магистров.

Диссертационная работа была выполнена при поддержке гранта Россий
ского фонда фундаментальных исследований №10-04-00783 «Полногеномное
изучение альтернативного сплайсинга и его взаимосвязи со вторичной струк
турой пре-мРНК», гранта Российского фонда фундаментальных исследований
№19-34-90174 «Эволюция взаимоисключающих экзонов и регуляция альтерна
тивного сплайсинга вторичной структурой РНК», гранта Российского фонда
фундаментальных исследований №18-29-13020 «Идентификация и функцио
нальная валидация опухолеспецифических изменений сплайсинга, вызванных
соматическими мутациями в структурных элементах пре-мРНК», исследова
тельского гранта №RF-0000000653 Сколковского института науки и технологии,
гранта Министерства науки и высшего образования Российской Федерации
№075-10-2021-116 «Вторичная структура РНК как регулятор альтернативного
сплайсинга и лекарственная мишень» и гранта Российского научного фонда
№22-14-00330 «Изучение регуляторных сетей непродуктивного сплайсинга в
норме и патологии», в которых автор диссертации являлся руководителем,
а также при поддержке гранта Российского научного фонда №21-64-00006
«Генетические технологии создания моделей заболеваний, обусловленных на
рушениями функционирования РНК», в котором автор диссертации являлся
исполнителем (руководитель проф. О.А. Донцова).

Публикации. Основные результаты по теме диссертации изложены в 40
публикациях и одном патенте РФ, приравненном к публикации. Из них 33 ста
тьи опубликованы в периодических научных журналах, индексируемых Web
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of Science и Scopus, рекомендованных для защиты в диссертационном совете
МГУ.014.2.

Объем и структура работы. Диссертация состоит из введения, 6 глав,
и заключения. Полный объём диссертации составляет 248 страниц, включая
57 рисунков и 8 таблиц. Список литературы содержит 575 наименований.
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Глава 1. Обзор литературы

1.1 Альтернативный сплайсинг (АС)

Большинство эукариотических транскриптов в процессе созревания под
вергаются сплайсингу — процессу, при котором участки, называемые интрона
ми, удаляются, а оставшиеся экзоны соединяются, образуя зрелые мРНК [30].
В подавляющем числе случаев сплайсинг катализируется сложным макромоле
кулярным комплексом, называемым сплайсосомой, который состоит из малых
ядерных рибонуклеопротеинов, (мяРНП), в свою очередь состоящих из малых
ядерных РНК (мяРНК) и связанных с ними белков [31—33].

Сплайсосома распознает цис-регуляторные элементы в пре-мРНК, среди
которых следует выделить четыре основных: 5’ сайт сплайсинга (5’ss), 3’ сайт
сплайсинга (3’ss), полипиримидиновый тракт (polypyrimidine tract, PPT) и сайт
ветвления (branch point sequence, BPS) [34]. Однако сплайсинг одинаковых тран
скриптов может происходить по-разному из-за распознавания на них различных
сплайс-сайтов, а также в результате их комбинирования в различных сочета
ниях. Таким образом, вследствие альтернативного сплайсинга (АС) в клетке
можно обнаружить множество различных изоформ зрелой мРНК, получаемых
в результате сплайсинга транскриптов одного и того же гена.

Из многообразия событий АС можно выделить несколько основных типов,
например пропуск (кассетного) экзона, использование альтернативного 5’ss или
3’ss, удержание интрона, а также выбор одного из нескольких взаимоисключа
ющих экзонов, однако существуют и более сложные типы событий АС [35; 36].
По современным оценкам не менее 95% генов человека, состоящих из более чем
одного экзона, подвергаются альтернативному сплайсингу [37; 38], а скоордини
рованные изменения сплайсинга множества пре-мРНК являются неотъемлемой
частью регуляции ряда клеточных процессов [39—41].

АС регулируется комбинацией РНК-белковых, РНК-РНК и белок-белко
вых взаимодействий, которые возникают между цис-регуляторными элемен
тами и транс-действующими факторами [42; 43]. Помимо описанных выше
ключевых элементов (5’ss, 3’ss, PPT, BPS) на АС оказывают влияние допол
нительные цис-регуляторные элементы, которые могут располагаться как в
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экзонах, так и в интронах. Они называются экзонными и интронными энхан
серами и сайленсерами сплайсинга. Их взаимодействие с транс-действующими
факторами стимулирует или подавляет выбор сайта сплайсинга, соответствен
но [44]. Результат сплайсинга зависит от согласованного действия множества
энхансеров и сайленсеров [45].

1.1.1 Регуляция АС РНК-связывающими белками (РСБ)

В регуляции АС принимают участие более полутора тысяч РНК-связы
вающих белков (РСБ) [46]. Их можно разделить на несколько классов: гетеро
генные ядерные рибонуклеопротеиды (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins,
hnRNP), серин/аргинин-богатые белки (serine/arginine-rich proteins, SR), и
остальные, например тканеспецифические РНК-связывающие белки, такие как
NOVA, нейрональные PTB/hnRNP I, семейство RBFOX и др. [35]. Здесь ко
ротко перечисляются примеры, имеющие отношение к структуре РНК, а более
подробные сведения о регуляции АС различными классами РСБ можно найти
в литературе [35; 47—49].

Повсеместно экспрессируемые белки из семейств SR и hnRNP являют
ся наиболее изученными медиаторами распознавания сайтов сплайсинга [3;
50—53]. SR белки участвуют как в конститутивном, так и в альтернативном
сплайсинге, что делает это семейство РНК-связывающих белков уникальным по
сравнению с другими РНК-связывающими белками [51]. SR белки обычно рас
сматриваются как положительные регуляторы сплайсинга. Они способствуют
включению экзона, помогая рекрутировать U1 мяРНП в 5’ss и вспомогатель
ный фактор U2 (U2AF) в 3’ss посредством белок-белковых взаимодействий на
ранних стадиях сборки сплайсосомы [50; 54].

Белки семейства hnRNP и SR-белки считаются антагонистами. Природа
этого антагонизма не совсем ясна, так как высокоаффинные сайты-связывания
hnRNP нечасто перекрываются с сайтами связывания SR-белков в экзонах.
Потенциальный механизм предполагает совместное связывание олигомеров
hnRNP, которое распространяется вдоль транскрипта, чтобы предотвратить
связывание SR-белков с РНК [53]. Наиболее охарактеризованными среди
hnRNP, участвующих в регуляции сплайсинга, являются негативные регуля
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торы hnRNP A/B и белок PTB, связывающий PPT, также известный как
hnRNP I. Фактор hnRNP A2/B1 в основном является ингибитором сплайсинга,
который препятствует распознаванию 5’ss и 3’ss, что чаще приводит к исключе
нию альтернативного экзона (подробно функции hnRNP A/B изложены в [55]).
PTB связывается с полипиримидиновыми участками, так же как и U2AF65,
который способствует связыванию U2 мяРНП с 3’ss. Это подразумевает, что
PTB может мешать функциональному распознаванию 3’ss [56]. Механизм и
направление действия белков семейства hnRNP зависит от расположения их
сайтов связывания: при связывании перед или внутри кассетного экзона они
как правило действуют как репрессоры, при связывании после — как актива
торы АС [48; 57; 58].

Помимо SR и hnRNP белков охарактеризовано несколько тканеспецифиче
ских РНК-связывающих регуляторов сплайсинга. К ним относятся специфиче
ские для нейронов факторы NOVA [59], PTBP2 [60] и SRRM4 [61], а также такие
тканеспецифические факторы, как белки семейства RBFOX [7], MBNL [62; 63],
CELF [64], QKI [65] и TIA [66; 67]. Их действие может быть обусловлено как
тканеспецифической экспрессией, так и связыванием с мотивами пре-мРНК, ко
торыми обогащены гены, экспрессирующиеся в определенном типе клеток или
ткани. Тканеспецифические регуляторы АС чаще всего исследуются в связи
с различными патологиями, например, нейродегенеративными заболеваниями
или мышечной дистрофией [68—70].

Для привлечения и правильного распределения факторов сплайсинга на
их сайты связывания необходимо присутствие РНК-полимеразы II (RNAPII).
Соответственно, транскрипция и сплайсинг взаимно влияют друг на друга за
счет пространственных и кинетических механизмов [71]. РНК-полимераза II
имеет С-концевой домен гептадных повторов, который используется в качестве
«посадочной площадки» для доступных факторов, что позволяет увеличить их
концентрацию рядом с сайтами сплайсинга [72—75]. Скорость элонгации тран
скрипции влияет на протекание АС, определяя то, насколько быстро сайты
сплайсинга становятся доступными для конкуренции за связывание с транс-дей
ствующими факторами, в том числе за счет образования вторичной структуры
пре-мРНК [76—80].
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Рисунок 1.1 — Блокировка цис-регуляторных элементов сплайсинга структурой РНК. (А) Блокиров
ка сайта сплайсинга; (Б) Блокировка интронного энхансера; (В) Блокировка интронного сайленсера
сплайсинга. Красными и зелеными линиями обозначено активирующее и ингибирующее действие

на сплайсинг, соответственно.

1.1.2 Регуляция АС структурой пре-мРНК

Существует множество экспериментально подтвержденных данных о
регуляции АС локальной структурой пре-мРНК, например, путем предотвра
щения распознавания сплайсосомой 5’ss, 3’ss или элементов последовательности
BPS [81]. Простейшим механизмом регуляции АС локальной структурой явля
ется блокирование сплайс-сайтов (рис. 1.1А) [82]. Например, в пре-мРНК гена
TAU человека локальная структура маскирует 5’ss экзона 10, что не позволяет
ему включаться в зрелый транскрипт [83]. Образование шпильки вблизи 5’ss
сплайсинга может мешать взаимодействию пре-мРНК со сплайсосомой, как в
случае экзона 7 гена SMN2, где такая шпилька мешает связыванию 5’-ss с U1
мяРНП, что приводит к снижению уровня включения экзона [1].

Пре-мРНК гена фибронектина (FN1 ) является ярким примером влияния
структуры шпильки на функцию энхансера сплайсинга (рис. 1.1Б). Один из
экзонов гена FN1, называемый экзоном EDA, сильно структурирован и об
разует 7 шпилек. Энхансер локализован в терминальной петле шпильки V и
распознается транс-действующими факторами, например, SRSF1. Изменение
локализации энхансера с петли на стебель приводит к снижению его регулиру
ющей способности [84]. Сходный механизм регуляции АС с участием интронного
сайленсера сплайсинга наблюдается в пре-мРНК вируса иммунодефицита чело
века (рис. 1.1В) [85].

Неканоническим типом структуры, влияющей на протекание АС, являет
ся G-квадруплекс (GQ). В G-квадруплексе четыре гуанозина взаимодействуют
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друг с другом через имидазольные связи, а их стеки образуют четырехцепо
чечную спираль [86]. GQ действуют как цис-элементы в регуляции АС, обычно
располагаются в интронных областях и способствуют включению экзонов. Так,
например, нарушение способности образовывать GQ существенно уменьша
ет включение экзона 8 в гене CD44 [87]. Некоторые регуляторы сплайсинга,
например SRSF1, SRSF9, hnRNP H, hnRNP F, hnRNP U и U2AF65, могут
взаимодействовать с GQ [88—90]. Формирование GQ в пре-мРНК гена TP53
в интроне 3 регулирует сплайсинг интрона 2, что приводит к изменению со
отношения активных и неактивных изоформ [91], причем удержание интрона
приводит к появлению неактивной формы белка [92].

Локальные структуры в пре-мРНК также могут являться мишенями
малых молекул. Например, в результате АС транскрипта гена обратной тран
скриптазы теломеразы человека (hTERT ) образуются 22 изоформы, из которых
только полноразмерная мРНК транслируется в активный белок с обратной
транскриптазной активностью [88]. Использование стабилизатора GQ приводит
к снижению уровня активной теломеразы за счет исключения экзонов 7 и 8. Это
приводит к синтезу укороченного неактивного белка, называемого hTERT-β.
Важным классом локальных структур РНК, которые являются мишенями ма
лых молекул у эукариот и влияют на АС, являются рибопереключатели [93].

Дальние взаимодействия в пре-мРНК наиболее хорошо изучены у виру
сов, таких как вирус табачной мозаики [94], вирус иммунодефицита челове
ка [95—97], вирусы гепатита B и C [98; 99], вирус денге [100] и др. В настоящее
время появляется все больше и больше данных о наличии дальних взаимодей
ствий в пре-мРНК человека и их влиянии на АС [21; 23; 101—104], а в некоторых
случаях и на трансляцию [105; 106].

Дальние взаимодействия могут регулировать АС с помощью различ
ных механизмов. Во-первых, как и локальные РНК-структуры, они могут
блокировать цис-регуляторные элементы [107]. Во-вторых, дальние взаимодей
ствия могут действовать как «РНК-мосты», сближающие цис-регуляторные
элементы [7]. В-третьих, дальние взаимодействия могут также отдалять цис
регуляторные элементы друг от друга. Так, дальние взаимодействия между
соседними интронами могут приводить к «выпетливанию» промежуточного
экзона или группы экзонов и способствовать их пропуску. Пример дальних вза
имодействий в генах CG33298 и Gug дрозофилы, которые функционируют как
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Рисунок 1.2 — Сближение цис-регуляторных элементов сплайсинга структурой РНК (РНК-мосты).
(А) Сближение сайтов сплайсинга; (Б) Приближение энхансера сплайсинга к сайту сплайсинга.

РНК-мосты и одновременно блокируют сайты сплайсинга [107], показывает, что
эти три механизма не исключают друг друга.

РНК-мосты могут сближать в пространстве цис-регуляторные элементы
без участия вспомогательных белков (рис. 1.2А). Например, дальние взаимодей
ствия в пре-мРНК гена SF1 млекопитающих сближают сильный 5’ss экзона 9 и
слабый 3’ss экзона 10, а разрушение образуемой ими вторичной структуры при
водит к активации более сильного 3’ss, расположенного на расстоянии 21 нт в
направлении 3’ конца гена [108]. РНК-мосты могут также приближать интрон
ные цис-регуляторные элементы к сайтам сплайсинга (рис. 1.2Б). Для успешной
сборки сплайсосомы и протекания сплайсинга пре-мРНК гена ENAH необхо
димо, чтобы сайт связывания фактора RBFOX2 был сближен в пространстве
с альтернативным экзоном, что достигается за счет взаимодействия удален
ных участков пре-мРНК, образующих РНК-мост, длина которого превышает
10000 п.о. [7]. В настоящее время описано множество случаев, когда цис-регу
ляторные элементы находятся на значительном расстоянии от регулируемого
экзона, как например у гена 14-3-3ζ дрозофилы [109], а также генов ENAH
и KIF21A человека [7]. Полногеномные карты РНК-белковых взаимодействий
показывают, что бóльшая часть сайтов связывания РСБ расположена намного
дальше от потенциальных экзонов-мишеней, чем 1000 нт [110].

Выпетливание части пре-мРНК вторичной структурой, с одной сторо
ны, сближает окружающие цис-регуляторные элементы, а с другой помещает
внутреннюю ее часть в петлю, что, как считается, способствует исключению вы
петливаемого участка (рис. 1.3А) [111]. Например, при взаимодействиях между
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Рисунок 1.3 — Отдаление цис-регуляторных элементов сплайсинга структурой РНК (выпетливания).
(А) Выпетливание участка, содержащего один или несколько экзонов и интронов. (Б) Обратный
сплайсинг в интроне, приводящий к образованию кольцевой РНК. Красными и зелеными линиями

обозначено активирующее и ингибирующее действие на сплайсинг, соответственно.

комплементарными основаниями в интронах, фланкирующих альтернативный
экзон, увеличивается частота пропуска такого экзона [112]. Вторичная струк
тура в гене Nmnat дрозофилы, выпетливает примерно 350 нт и приводит к
исключению экзона 5 и сигнала полиаденилирования (поли(А)) из пре-мРНК.
В этом случае структура приближает дистальный акцепторный сайт сплай
синга к донорному сайту и тем самым способствует вырезанию внутреннего
терминального экзона [107]. Выпетливания экзонов характерны и для даль
них взаимодействий в других генах млекопитающих, например в CASK и
PHF20L1 [24], гене дистонина (DST ), в котором комплементарные участки
предположительно выпетливают кластер из шести экзонов [113], а также гене
теломеразы человека (hTERT ), в котором дальние взаимодействия между тан
демными повторами приводят к исключению двух экзонов [114]. Cпинальная
мышечная атрофия — наследственное заболевание, приводящее к ранней смер
ти в младенческом возрасте, вызывается пропуском экзона 7 гена моторного
нейрона выживания 2 (SMN2 ), возникающем в результате разрушения ин
тронной структуры РНК, образованной дальними взаимодействиями [115—117].
Пример вторичной структуры в пре-мРНК ответственного за Х-сцепленную
лейкодистрофию Пелизеуса–Мерцбахера протеолипидного белка 1 (PLP1 ), две
альтернативные сплайс-изоформы которого различаются выбором альтернатив
ного 5’ss в интроне между экзонами 3 и 4, показывает, что выпетливания не
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только экзонов, но и отдельных сплайс-сайтов, оказывают значительное влия
ние на сплайсинг [118].

Однако самым известным примером влияния дальних взаимодействий на
АС является ген Dscam1 дрозофилы, в транскриптах которого комплементар
ные спаривания могут происходить на расстоянии до 12000 п.о. Особенностью
механизма сплайсинга Dscam1 является то, что комплементарные участки
образуют комплекс конкурирующих структур РНК, которые управляют вза
имоисключающим выбором экзонов [4; 119]. Расположенный перед кластером
экзонов 6 докерный сайт может спариваться только с одним из нескольких се
лекторных сайтов, находящихся перед каждым из альтернативных экзонов, тем
самым не только сближая удаленные друг от друга 5’ss и 3’ss, но и выпетли
вая промежуточные экзоны. Взаимоисключающий механизм АС дополнительно
контролируется фактором hrp36, который подавляет эктопическое включение
альтернативных экзонов под действием SR белков [120]. Аналогичный механизм
был обнаружен во многих других генах, содержащих кластеры взаимоисключа
ющих экзонов (см обзор в [121]), например, 14-3-3ζ [122], Mhc [109], srp, RIC-3,
MRP1 [5], DNM1 [123], TCF3, CD55 [124] и ATE1 [79]. Было высказано предпо
ложение о том, что тандемные дупликации, в результате которых образуются
кластеры взаимоисключающих экзонов, неизбежно приводят к образованию
конкурирующих структур РНК и, вследствие этого, ко взаимоисключающему
типу АС [125].

Выпетливание части пре-мРНК само по себе не предотвращает ее свя
зывания с компонентами сплайсосомы, а, наоборот, может способствовать
протеканию сплайсинга. Как показывает пример кольцевых РНК, комплемен
тарные взаимодействия в интронах, в частности с участием Alu-повторов,
могут способствовать протеканию так называемого обратного сплайсинга
(back-splicing), ковалентно связывающего 5’- и 3’-концы РНК с образованием
кольцевых транскриптов (рис. 1.3Б) [126; 127]. Из сказанного можно заключить,
что блокировка, сближение и отдаление цис-регуляторных элементов являются
частными случаями общего молекулярного механизма, в котором направление
сплайсинга регулируется конформацией транскрипта, зависящей, в свою оче
редь, от дальних взаимодействий в его структуре.
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1.1.3 Совместная регуляция АС структурой пре-мРНК и РСБ

Пре-мРНК образует локальную структуру котранскрипционно, одновре
менно со сворачиванием вступая во взаимодействие с РСБ [128]. РСБ содержат
четко определенные РНК-связывающие домены (РСД), такие как РНК-рас
познающий домен (RRM), hnRNP K гомологичный домен (KH), цинковые
пальцы (ZF) и др., которые взаимодействуют с определенными последователь
ностями и/или структурами в РНК [129]. Большинство РСД распознают очень
короткие (3–7 нт) и вырожденные мотивы, которые часто организованы в кла
стеры, что позволяет увеличить специфичность связывания РСБ, имеющих
несколько РСД, а также позволяет нескольким РСБ кооперировать между
собой [46]. Например, высокоаффинное связывание нейрон-специфического
фактора сплайсинга NOVA определяется мотивом YCAY (Y = C/U), который
обычно находится в кластерах из нескольких тетрамеров [130]. Некоторые РСБ
распознают разнесенные в пространстве двудольные мотивы, имеющие опре
деленный структурный контекст [131]. Тем не менее, РСБ, узнающие схожие
мотивы, могут иметь различные профили связывания, и даже высокоаффин
ные взаимодействия могут оказаться нефункциональными [132].

Множество данных указывает на то, что важнейшим фактором, вли
яющим на связывание РСБ, является структура РНК [133]. Сайты свя
зывания РСБ могут входить в состав различных структурных элементов
пре-мРНК [134]. То, что более двадцати ZF-домен-содержащих белков изби
рательно связывают высокоструктурированные двухцепочечные прекурсоры
микроРНК, указывает связывание домена ZF с РНК-дуплексами [129]. РСБ
с доменами KH, как правило, предпочитают большие петли шпилек. Учиты
вая, что большинство таких РСБ содержат несколько РСД, большие петли
РНК-шпильки позволяют связывать сразу несколько доменов KH, как это про
исходит в случае с NOVA1 и PCBP2 [130; 135—137]. Можно предположить, что
результат АС должен зависеть от равновесия между РНК-РНК и РНК-белковы
ми взаимодействиями, причем конкуренция между ними зависит от репертуара
РСБ, которые экспрессируются в данном типе клеток [132]. Кроме того, сами
РСБ часто функционируют комбинаторно, связываясь с сайтами и структур
ными элементами на общих мишенях мРНК [138].
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Изменения в структуре РНК и вызванные ими изменения АС могут воз
никать за счет взаимодействия с другими нуклеиновыми кислотами, например
с микроРНК [139], а также в результате посттранскрипционных модифика
ций последовательности пре-мРНК [140]. Так, например, A→I редактирование
с помощью белков ADAR регулирует протекание АС за счет изменения по
следовательности основных цис-элементов [141—143]. Кроме того, ADAR2
может связываться с двухцепочечной РНК, образованной GA-богатой после
довательностью и полипиримидиновым трактом, тем самым предотвращая
рекрутирование U2AF65 [144]. Метилированный N6-аденозин (m6A) и свя
занные с ним белки также могут регулировать АС [140; 145]. Например,
модификация m6A может способствовать связыванию hnRNP C за счет измене
ния структуры РНК-мишени и обнажения одноцепочечного сайта сплайсинга.
Такой же механизм характерен для hnRNP G [146].

Структура РНК может затруднять распознавание цис-регуляторных эле
ментов сплайсинга и сайтов связывания РСБ, однако это не единственный
способ, которым она может оказывать влияние на АС. Так, для сплайсинга
экзона 5 гена человеческого сердечного тропонина Т (cTNT ) требуется связы
вание белка MBNL1 на 3’-конце предшествующего интрона. MBNL1 связывает
часть интрона в форме шпильки, тогда как фактор сплайсинга U2AF65 свя
зывает ту же область в одноцепочечном состоянии. Стабилизация локальной
структуры в форме шпильки блокирует связывание U2AF65, что не позволяет
рекрутировать U2 мяРНП, и экзон пропускается [147]. Еще одним ярким приме
ром является связывание hnRNP F с пре-мРНК, содержащей G-квадруплексы,
которое стимулирует включение кассетного экзона в гене CD44. Интересно
отметить, что другой регулятор, ESRP1, также стимулирует включение аль
тернативного экзона CD44 независимо от hnRNP F, связываясь с GU-богатым
мотивом, частично перекрывающимся с GQ. Это позволяет предположить, что
пре-мРНК CD44 находится в равновесии линейной формы и формы GQ, что
помогает поддерживать правильное соотношение сплайс-изоформ [87].

Регуляция АС может происходить за счет РСБ-зависимой стабилизации
или ослабления вторичной структуры РНК [148]. Например, было показано,
что белки ZFR и ILF3 образуют гетеродимерные дуплексы с ILF2. Получивши
еся комплексы неспецифически связываются с двухцепочечными участками в
пре-мРНК, влияя на доступность сайтов сплайсинга и связывание транс-дей
ствующих факторов. Взаимодействие ILF3 и ZFR со структурой РНК влияет
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на взаимоисключающий выбор экзонов гена ATE1. Было высказано предполо
жение о том, что ZFR и ILF3 участвуют в стабилизации дуплексов РНК во
время взаимоисключающего сплайсинга, хотя точный механизм их действия
пока остается неизвестным.

Некоторые РСБ регулируют АС путем изменения третичной и четвер
тичной структуры пре-мРНК. В отличии от РНК-мостов, в этом случае
именно белок-белковые, а не комплементарные взаимодействия обеспечивают
необходимую для АС конформацию пре-мРНК. Например, гомодимеры белка
hnRNP A1, взаимодействуя с расположенными в соседних интронах сайтами,
сближают их и выпетливают экзон, приводя к его пропуску [111]. Подобный ме
ханизм также характерен для белков hnRNP F/H [149]. Также было показано,
что hnRNP A1 и hnRNP H могут взаимодействовать друг с другом и с другими
белками семейства hnRNP [150]. Сближением далеких участков пре-мРНК объ
ясняют и влияние белка NOVA на сплайсинг, поскольку его сайты связывания
часто располагаются в начале интрона и вблизи BPS. Это позволяет предполо
жить, что NOVA связывается с двумя сайтами на концах интрона и образует
петлю, сближая 5’ss и BPS [151].

Таким образом, гомотипические и гетеротипические взаимодействия меж
ду РСБ, которые сближают удаленные друг от друга участки пре-мРНК,
являются широко распространенным механизмом регуляции АС.

1.1.4 Непродуктивный сплайсинг

Физиологические уровни экспрессии генов эукариот контролируется боль
шим числом факторов, которые поддерживают баланс между синтезом и
деградацией мРНК [152; 153]. Появление нонсенс-мутаций и сдвигающих рамку
считывания ошибок сплайсинга приводит к возникновению изоформ мРНК, со
держащих преждевременные стоп-кодоны (premature termination codons, PTC).
У эукариот существует система селективной деградации таких транскрип
тов, называемая нонсенс-опосредованным распадом (nonsense-mediated decay,
NMD) [154].

То, каким образом система NMD распознает PTC и отличает их от нор
мальных, долгое время оставалось неизвестным [155]. Современная модель
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предполагает, что распознавание PTC происходит в цитоплазме с участием
связанных с экзон-экзонными соединениями (ЭЭС) белков, которые депониру
ются на пре-мРНК в процессе сплайсинга [156; 157]. Во время первого раунда
трансляции белки ЭЭС, находящиеся внутри рамки считывания, вытесняются
с пре-мРНК рибосомой (рис. 1.4А) [158—160]. Поскольку нормальный сайт тер
минации трансляции обычно находится в последнем экзоне [161], оставшиеся
связанными с пре-мРНК белки ЭЭС, находящиеся за пределами рамки считы
вания, служат сигналом о том, что появился PTC (рис. 1.4В). Наличие ЭЭС в
50–55 или более нуклеотидах в направлении 3’-конца от стоп кодона запуска
ет каскад деградации транскрипта, центральную роль в котором играет белок
UPF1, фосфорилированная форма которого привлекает эндонуклеазу SMG6
и другие факторы, вызывающие деаденилирование и удаление 5’-кэпа у пре
мРНК, что, в свою очередь, приводит к деградации транскрипта клеточными
экзонуклеазами [160; 162—164]. Есть и другие модели, в которых преждевремен
ность стоп-кодона определяется расстоянием от него до поли(А)-хвоста, а также
модели, в которых PTC вызывает деградацию мРНК независимо от белков
ЭЭС [165—167]. Существование ЭЭС-независимого механизма NMD объясняет
наличие большого количества мишеней NMD в дрожжах, несмотря на почти
полное отсутствие у них сплайсинга [168; 169].

Ранее считалось, что основная функция NMD состоит в предотвращении
трансляции усеченных, и поэтому вредоносных белков [170]. Однако в последнее
время появляется все больше свидетельств тому, что NMD повсеместно исполь
зуется для регуляции уровня экспрессии генов [171; 172]. Например, многие
РСБ используют NMD для подавления собственной экспрессии через петлю
отрицательной обратной связи, при которой белковый продукт гена связывает
ся с кодирующей его мРНК и индуцирует в ней АС, приводящий к появлению
PTC [173; 174]. Аналогичным образом может происходить кросс-регуляция, при
чем в большинстве известных случаев факторы сплайсинга регулируют таким
способом экспрессию друг друга [175; 176]. Механизм, при котором альтернатив
ный сплайсинг и NMD пост-транскрипционно регулируют уровни экспрессии
генов встречается у всех известных эукариот и часто является эволюционно
консервативным [175; 177]. В литературе он называется регулируемым непро
дуктивным сплайсингом (regulated unproductive splicing and translation, RUST)
или просто непродуктивным сплайсингом [171; 178].
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UPF1

(A) (Б)
Рисунок 1.4 — ЭЭС-зависимый механизм нонсенс-опосредованного распада. (А) Комплексы ЭЭС
(оранжевые круги) вытесняются с мРНК рибосомой во время первого раунда трансляции. (Б) Остав
шиеся связанными с мРНК комплексы ЭЭС за пределами рамки считывания служат сигналом о

том, что появился PTC.

1.1.5 Виды непродуктивного сплайсинга

АС может приводить к появлению PTC в транскрипте несколькими спосо
бами. Наиболее изучены так называемые ядовитые (poison) экзоны, которые в
кодирующей изоформе пропускаются, а при включении в транскрипт приводят
к образованию PTC (рис. 1.5А) [178—180]. Ядовитые экзоны могут содержать
стоп-кодон как в составе самого экзона, так и индуцировать PTC в экзонах,
расположенных за ними в направлении 3’-конца, за счет сдвига рамки считы
вания (рис. 1.5B). Обратным является случай так называемого необходимого
(essential) экзона, который в кодирующей изоформе включается и вызывает
появление PTC при пропуске (рис. 1.5C) [173]. Следует отметить, что необходи
мые экзоны обычно имеют длину, не кратную трем, и вызывают сдвиг рамки
считывания, приводящий к образованию PTC в следующих за ними экзонах.
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(A) (Б)

(В) (Г)

(Д) (Е)

(Ж)
Рисунок 1.5 — Классификация событий непродуктивного сплайсинга. Белок-кодирующие изоформы
обозначены синим цветом. Непродуктивные изоформы обозначены красным цветом. PTC обо
значены вертикальными красными линиями. (A) Ядовитый экзон с PTC. (Б) Ядовитый экзон,
вызывающий PTC посредством сдвига рамки. (В) Необходимый экзон, вызывающий PTC посред
ством сдвига рамки. (Г) Необходимый экзон, вызывающий PTC на ЭЭС. (Д) Альтернативный
5’ss, вызывающий PTC за счет удержания интрона. (Е) Альтернативный 5’ss, вызывающий PTC

посредством сдвига рамки. (Ж) Пара взаимоисключающих экзонов.

Однако длина некоторых необходимых экзонов кратна трем, а PTC образуется
на ЭЭС, возникающем на месте их пропуска (рис. 1.5D). Активация альтерна
тивных 5’ss и 3’ss также может приводить образованию PTC как за счет сдвига
рамки считывания, так и за счет образования новых ЭЭС (рис. 1.5E,F). Па
ры взаимоисключающих экзонов могут приводить к сдвигу рамки считывания
если оба экзона одновременно включаются, или оба одновременно пропускают
ся (рис. 1.5G). Таким образом, PTC может возникать в результате включения
стоп-кодона в транскрипт как на месте самого события АС, так и в следующих
за ним в направлении 3’-конца экзонах.

Отдельный интерес представляют события сплайсинга в 3’-нетрансли
руемых областях (3’-НТО) генов. Стоп кодон, предшествующий 3’-НТО не
является преждевременным, но если на расстоянии 50 нт или более от



33

него в направлении 3’-конца имеется интрон, то вырезание такого интрона
автоматически создает NMD-мишень. Например, экспрессия AU-богатого РНК
связывающего фактора AUF1 регулируется консервативными альтернативно
сплайсируемыми элементами в 3’-НТО [181]. Известно, что 3’-НТО транскрип
тов, экспрессия которых повышается при инактивации системы NMD, имеют
в среднем бóльшую медианную длину и обогащены интронами [182]. При этом
большинство мРНК, кодирующих факторы NMD, сами имеют длинные 3’-НТО
и являются мишенями NMD, что указывает на ауторегуляцию их экспрес
сии [182; 183]. Активность сплайсинга в 3’-НТО широко распространена в
онкогенах, значительно повышена в опухолях и коррелирует с плохим прогно
зом [184; 185].

Следует отметить, что курируемые вручную или полученные в результате
автоматической аннотации базы данных транскриптов содержат далеко не все
мРНК, подверженный действию NMD [186; 187]. Неполнота существующей ан
нотации NMD-транскриптов объясняется тем, что уровень их экспрессии очень
мал, и поэтому они не попадают в базы данных. Существует эксперименталь
ный подход для идентификации низко экспрессируемых NMD-транскриптов,
который основан на секвенировании обогащенной комплексами ЭЭС фракции
РНК, которая содержит частично сплайсированную, но еще не транслирован
ную РНК [188]. С помощью этого метода было обнаружено большое число ранее
неизвестных консервативных ЭЭС, причем 70% экзонов, которые поддержива
ются этими данными, не кратны трем, а среди оставшихся многие содержат
стоп-кодоны [188].

1.1.6 Ауто- и кросс-регуляторный непродуктивный сплайсинг

Стимулом к запуску ауторегуляторного непродуктивного сплайсинга
обычно является накопление белкового продукта гена. Например, белок RBM10
связывается с собственной пре-мРНК и индуцирует пропуск двух необходимых
экзонов, что приводит к смещению баланса сплайс-изоформ в сторону образо
вания мишеней NMD, и уровень экспрессии RBM10 снижается [189]. По этому
принципу регулируется экспрессия многих генов, задействованных в сплайсин
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ге, например SR белков [190—193], генов CLK [194; 195], TIAL1 [196], PTB [197;
198], hnRNPD [199], а также некоторых рибосомальных белков [200; 201].

При кросс-регуляторном непродуктивном сплайсинге один белок связыва
ется с пре-мРНК другого и способствует образованию или подавлению NMD
изоформ. Такая форма регуляции также распространена среди РСБ из семей
ства SR [202]. Например, белок SRSF3 наряду с ауторегуляторным включением
ядовитых экзонов в собственную пре-мРНК вызывает включение ядовитых
экзонов в транскрипты своих паралогов SRSF2, SRSF5 и SRSF7 [203]. По
мимо SR-белков таким же образом регулируются и другие пары паралогов,
такие как PTBP1/PTBP2 [204], RBM10/RBM5 [189], RBFOX2/RBFOX3 [205],
hnRNPD/hnRNPDL [199] и hnRNPL/hnRNPLL [206]. Вообще, кросс-регуляция
между паралогами — это весьма частое явление для многих РСБ, которое
характеризуется быстрой эволюционной динамикой, в частности быстрым воз
никновением и исчезновением ядовитых экзонов [175].

Кросс-регуляторный непродуктивный сплайсинг имеет важное значение
не только для РСБ. Например, он обуславливает тканеспецифическую экс
прессию гена MID1, кодирующего ассоциированную с микротрубочками убик
витин-лигазу, дисфункция которой приводит к патологиям эмбрионального
развития [176; 207]. Непродуктивный сплайсинг важен для многих физио
логических процессов, таких как эмбриональное развитие [208], клеточная
дифференцировка [209], ответ на стресс [210—212], патогенез нейродегенератив
ных заболеваний [213; 214] и др.

В регуляции непродуктивного сплайсинга могут участвовать как актива
торы, так и репрессоры сплайсинга. Увеличение концентрации репрессора или
понижение концентрации активатора включения ядовитого экзона приводят к
его пропуску, вследствие чего уровень экспрессии гена-мишени увеличивается
(рис. 1.6A). Аналогично, уменьшение концентрации репрессора или увеличе
ние концентрации активатора включения необходимого экзона подавляют его
пропуск, что также приводит к увеличению уровня экспрессии гена-мишени
(рис. 1.6B). Следует отметить, что некоторые РСБ могут быть как активатора
ми, так и репрессорами сплайсинга, а выбор между активацией и репрессией
зависит от положения их сайта связывания на мРНК [215]. Как будет показа
но в этой диссертационной работе, PTBP1 стимулирует включение ядовитого
экзона в гене DCLK2, что приводит к повышению уровня его экспрессии в
нейрональных тканях, в которых экспрессия PTBP1 понижена [216]. В то же
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(A)

R↑ A↓

G↑

(Б)

R↓ A↑

G↑

Рисунок 1.6 — Механизмы регуляции непродуктивного сплайсинга. «R» обозначает репрессор сплай
синга. «А» обозначает активатор сплайсинга. «G» обозначает ген-мишень. Цвета экзонов такие же,
как на рис. 1.5. (A) Увеличение (↑) концентрации R или уменьшение (↓) концентрации A приво
дит к пропуску ядовитого экзона, и экспрессия G увеличивается. (Б) Уменьшение концентрации
R или увеличение концентрации A подавляет пропуск необходимого экзона, и экспрессия G также

увеличивается.

самое время PTBP1 подавляет включение ядовитого экзона в гене IQGAP1,
вследствие чего уровень его экспрессии в мозге снижается.

Многие мишени непродуктивного сплайсинга сами являются РСБ и регу
лируют уровни включения экзонов в других РСБ, что создает множественные
регуляторные петли как с положительными, так и с отрицательными об
ратными связями. Отрицательные обратные связи обеспечивают механизмы
ауторегуляции для поддержания гомеостаза, а положительные обратные связи
могут создавать бистабильные системы для включения экспрессии [217]. На
пример, ген Sxl дрозофилы использует оба этих механизма, что приводит к
его аутоиндукции при малых концентрациях и, одновременно, предотвращает
вредоносное перепроизводство белка [218]. Для достижения такой регуляции
РСБ могут действовать одновременно как активаторы и репрессоры сплайсин
га, связываясь сразу с несколькими сайтами на пре-мРНК, чем, вероятно, и
объясняется высокая эволюционная консервативность нуклеотидных последо
вательностей вокруг событий непродуктивного сплайсинга [219].
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1.1.7 Биологические функции АС

Долгое время было принято считать, что основной функцией АС является
расширение спектра экспрессируемых белков [220]. Различные сплайс-изофор
мы потенциально кодируют различные изоформы белка, которые могут терять
или приобретать определенные домены и, следовательно, различаться по сво
им функциональным свойствам. По оценкам на данный момент в человеческом
геноме имеется около 20000 белок-кодирующих генов, но благодаря АС из них
получается более 100000 различных белков [38; 221]. Согласно современным
транскриптомным исследованиям, репертуар производимых белок-кодирующи
ми генами транскриптов намного шире, чем это считалось ранее, и что до 95%
человеческих генов производят более одной зрелой изоформы РНК [36; 38].
Однако исследования протеома с помощью методов масс-спектрометрии пока
зали, что белковое разнообразие намного меньше того, которое ожидалось бы
при трансляции всех продуктов АС. Это несоответствие вызвало продолжающи
еся и в настоящее время дебаты о том, является ли наблюдаемое разнообразие
альтернативного сплайсинга биологически функциональным, или же его при
чина кроется в стохастической природе сплайсинга [222; 223]. Ясного ответа на
этот вопрос пока нет [224].

Однако хорошо известно то, что АС играет важнейшую роль в дифферен
цировке тканей [37]. Более двух третей событий АС имеют тканеспецифичные
различия, причем от 47% до 65% альтернативных событий являются тка
неспецифичными в зависимости от типа события сплайсинга, а мажорная
сплайс-изоформа варьируется в зависимости от условий более чем в 60% ко
дирующих генов [225]. При этом далеко не все тканеспецифичные события АС
эволюционно консервативны, что наводит на предположение о том, что различ
ное использование экзонов лежит в основе тканеспецифической «перестройки»
сетей межбелковых взаимодействий, которая необходима для возникновения
морфологических различий между видами [226—228]. У приматов АС устроен
очень сложно, особенно в тканях мозга, а в целом события АС эволюциони
ровали таким образом, что они большей мере определяют принадлежность к
виду, чем к органу [226; 229]. Другими словами, профиль АС печени челове
ка больше похож на профили АС других органов человека, чем на профили
АС печени шимпанзе.
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Ген CALCA является интересным примером того, как кардинально АС
может изменить последовательность кодируемого белка [230; 231]. Этот ген,
экспрессирующийся в нейронах гипоталамуса и С-клетках щитовидной железы,
кодирует два белка – кальцитонин и пептид, родственный гену кальцитонина
(calcitonin gene-related peptide 1, CGRP1). Сочетание АС и альтернативно
го полиаденилирования приводит к образованию мРНК CGRP1 в нейронах
и мРНК кальцитонина в С-клетках щитовидной железы, причем кодируе
мые ими полипептиды подвергаются клеточно-специфичным протеолитическим
процессам, в результате чего образуются два зрелых белка, состоящие из совер
шенно разных аминокислот. Еще одним интересным примером является АС
в гене FOXP1 (forkhead box P1) из большого FOX-семейства транскрипцион
ных факторов, которые распознают специфические последовательности ДНК.
Сплайсинг взаимоисключающих экзонов E18 и E18b в этом гене определяет
то, будут ли клетки вести себя как плюрипотентные эмбриональные стволо
вые клетки или запускать программы клеточной дифференцировки [232; 233].
Сплайс-изоформа с экзоном E18 кодирует белок, который преимущественно свя
зывается с консенсусной последовательностью GTAAACA в ДНК и активирует
транскрипцию генов дифференцировки, а сплайс-изоформа с экзоном E18b,
называемая FOXP1-ES, кодирует белок, связывающийся с совершенно други
ми сайтами и стимулирующий экспрессию генов плюрипотентности, таких как
OCT4, NANOG, NR5A2 и GDF3, одновременно подавляя транскрипцию генов
дифференцировки.

Не углубляясь в описание изменяющих биологические функции событий
АС, которые детально обсуждаются во многих обзорах [121; 234; 235], перейдем
к обсуждению роли АС в заболеваниях.

1.1.8 Роль АС в заболеваниях человека

Около 15% наследственных и онкологических заболеваний человека связа
ны с альтернативным сплайсингом [236—239], включая кистозный фиброз [240],
спинальную мышечную атрофию [241], фронто-темпоральную деменцию [242],
болезнь Хантингтона [243], расстройства аутического спектра [244; 245], и
рак [246]. Многие их этих изменений определяют опухолевые фенотипы, та
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кие как увеличение ангиогенеза [247], или избегание апоптоза [248]. Сплайсинг
играет важную роль в приобретении терапевтической устойчивости. Так, на
пример у нон-респондеров к BRAF-таргетной терапии рака молочной железы,
экспрессируется форма BRAF, лишенная экзонов 4–8, которые кодируют RAS
связывающий домен [249].

На молекулярном уровне изменения альтернативного сплайсинга могут
происходить из-за соматических мутаций, которые разрушают регуляторные
цис-элементы в экзонах и интронах [250; 251]. Например, делеция 150 нт,
затрагивающая альтернативный 5’ss экзона 11 гена ламина А (LMNA), а так
же мутация в 3’ss экзона 4, добавляющая три аминокислоты в его белковый
продукт, приводит к трансляции нефункционального белка, вследствие чего
развиваются синдром прогерии Хатчинсона-Гилфорда и дилатационная кар
диомиопатия [252; 253]. Лобно-височная деменция и паркинсонизм, связанный
с хромосомой 17 (FTDP-17), являются аутосомно-доминантным нейродегене
ративным заболеванием, которое вызывается мутацией в экзонном энхансере,
из-за которой увеличивается степень включения экзона 10 гена MAPT [254].
Мутация, создающая энхансер сплайсинга в гене ATP6AP2 приводит к увели
чению уровня включения экзона 4, что вызывает Х-сцепленный паркинсонизм
со спастичностью [255]. Мутации в факторах сплайсинга часто приводят к гло
бальной дерегуляции всей программы сплайсинга онкогенов [256—259].

Однако наибольшее число заболеваний, связанных со сплайсингом, вы
зывается сбоями в работе системы NMD и нарушениями непродуктивного
сплайсинга. Так, нонсенс-мутации в генах CFTR и hERG вызывают муко
висцидоз и синдром удлиненного QT-интервала, соответственно, в результате
деградации их транскриптов системой NMD [260; 261]. Делеции, вызывающие
сдвиг рамки считывания, также вызывают дефицит важных белков. Извест
ным примером является мышечная дистрофия Дюшенна, причиной которой
являются нарушающие рамку считывания делеции в гене DMD [262—264].

Мутации в сплайс-сайтах могут вызывать переключение альтернативного
сплайсинга на непродуктивную изоформу. Так происходит в гене SYNGAP1,
непродуктивный сплайсинг которого регулируется PTBP1/2, что обеспечивает
его тканеспецифичную экспрессию. В результате активации альтернативного
3’ss возникает NMD-изоформа и уровень экспрессии гена падает, что приводит
к развитию аутизма и умственной отсталости [265; 266].
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Однако не только мутации в кодирующей области и сплайс-сайтах спо
собны создавать мишени NMD. Например, мутации в интроне 20 гена SCN1A
увеличивают степень включения ядовитого экзона, что является причиной син
дрома Драве [266; 267]. Мутации в ядовитом экзоне гена SNRPB вызывают
церебро-косто-мандибулярный синдром [268]. Предположительно, они создают
или разрушают сайт связывания РСБ, активирующего или подавляющего вклю
чение ядовитого экзона. Мутация в криптическом ядовитом экзоне гена PCCA,
вызывающая пропионовую ацидемию, является редким случаем, когда меха
низм дерегуляции непродуктивного сплайсинга известен [269]. Эта мутация
находится в сайте связывания фактора hnRNP A, который в норме подавляет
включение ядовитого экзона, но мутация разрушает этот сайт и одновременно
создает энхансер сплайсинга, в результате чего экспрессия PCCA снижает
ся [269].

Наряду с мутациями вблизи событий непродуктивного сплайсинга к за
болеваниям также может приводить неправильная работа РСБ. Точечная
мутация в факторе сплайсинга SRSF2, наблюдаемая с высокой частотой у
пациентов, страдающих острым миелоидным лейкозом [270; 271], вызывает
включение ядовитого экзона в транскрипты метилтрансферазы гистонов EZH2,
что ведет к снижению уровня ее экспрессии и, как следствие, развитию подав
ляемых ею миелоидных новообразований [270]. Мутации в факторе сплайсинга
SF3B1, часто наблюдаемые в миелодиспластических синдромах [272], увели
чивают уровень включения ядовитого экзона в транскрипты гена BRD9, в
результате чего его экспрессия падает, что приводит к ускоренному росту и
метастазированию меланом [273]. Метилирование транскриптов SRSF3, SRSF6
и SRSF11 в результате повышенной экспрессии метилтрансферазы METTL3,
часто наблюдаемой в глиобластомах, приводит к пропуску ядовитых экзонов
и увеличивает уровни экспрессии этих генов [274]. Примечательно, что подав
ление экспрессии METTL3 в глиобластомных клеточных линиях приводит к
снижению пролиферации и миграции клеток, отчасти за счет изменения сплай
синга мишеней SR-белков, таких как BCL-X и NCOR2 [274].
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1.1.9 Модуляция АС антисмысловыми олигонуклеотидами и
малыми молекулами

Модуляция АС — многообещающая терапевтическая стратегия для ле
чения многих заболеваний. Изменять сплайсинг позволяют переключающие
сплайсинг антисмысловые олигонуклеотиды (АОН) [275]. Комплементарно свя
зываясь с последовательностью пре-мРНК, АОН блокируют сайты сплайсинга
и/или сайты связывания РСБ, тем самым способствуя выбору нужного события
альтернативного сплайсинга [275]. В конце 2016 года Управление по санитарно
му надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов США одобрило
препарат Спинраза — антисмысловую нуклеотидную терапию для спиналь
ной мышечной атрофии, разработанную совместно компаниями Biogen и Ionis
Pharmaceuticals. Регистрация препарата Спинраза (Нусинерсен) ознаменовала
собой начало эры клинического использования антисмысловых нуклеотидов
для модуляции сплайсинга РНК и было отмечено Нобелевской премией в об
ласти медицины и физиологии [276; 277].

Поскольку основной патологией сплайсинга, которая поддается коррек
ции с помощью АОН, является переключение на NMD-изоформу, наиболее
перспективным представляется применение АОН именно к непродуктивным со
бытиям. АОН для изменения непродуктивного сплайсинга можно разделить на
три группы: АОН для увеличения экспрессии полноразмерного белка (индукция
пропуска ядовитых экзонов), АОН для сохранения экспрессии укороченного
белка, когда экспрессия полноразмерного белка невозможна (индукция пропус
ка части экзонов или удержания интронов) и АОН для снижения экспрессии
(индукция включения ядовитых экзонов).

АОН первой группы могут быть использованы для лечения заболеваний,
вызванных дефицитом функционального белка, например из-за мутаций в ге
нах SYNGAP1, SCN1A, PCCA и SNRNPB [265—269]. АОН второй группы
необходимы, если в результате нонсенс-мутации или делеции со сдвигом рамки
считывания возникает PTC. Они позволяют избежать деградации транскрип
та и сохранить экспрессию укороченного белкового продукта. Технически АОН
второй группы могут индуцировать пропуск экзона с нонсенс-мутацией (как в
гене PCCA) или удержание интрона в направлении 3’-конца от PTC (как в гене
hERG). Пропуск кодирующих экзонов может быть полезен в случае делеции
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со сдвигом рамки считывания для того, чтобы восстановить рамку (как в гене
DMD). Ряд действующих таким образом препаратов для лечения мышечной
дистрофии Дюшенна уже одобрены [264]. АОН третьей группы можно исполь
зовать, если необходимо подавить накопление белка. Например, мутации в гене
FUS, разрушающие сигнал его ядерной локализации и вызывающие экспорт в
цитоплазму, ассоциированы с боковым амиотрофическим склерозом [278; 279].
Поскольку для подавления экспрессии гена FUS через непродуктивный сплай
синг его белковый продукт должен находиться в ядре, экспорт мутантного белка
из ядра разрушает петлю ауторегуляции, что усугубляет его накопление в ци
топлазме и способствует образованию агрегатов, обладающих цитотоксическим
эффектом [280—283].

Несмотря на все положительные стороны АОН, имеется множество труд
ностей с их доставкой к целевым органам и тканям. Необходимость разработки
системы доставки и использование повышенных доз препарата для того, что
бы достичь необходимой концентрации, приводит к росту цены и увеличению
риска побочных эффектов [284]. Альтернативой являются малые молекулы —
модуляторы сплайсинга, обладающие большей биодоступностью, чем АОН. На
сегодняшний день найдено несколько молекул, специфично связывающихся с
конкретными РНК [284—288]. Среди них наиболее изучен рисдиплам, кото
рый модулирует сплайсинг гена SMN2 и может быть использован для лечения
спинальной мышечной атрофии [287]. Бранаплам, сходный по структуре и
механизму действия с рисдипламом, способствует включению криптического
ядовитого экзона в гене HTT, что снижает его экспрессию и замедляет про
грессирование болезни Хантингтона [288]. Аналогичным эффектом обладает
молекула PTC518, которая сейчас находится во второй фазе клинических ис
следований [286].
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1.2 Методы определения и предсказания структуры РНК

1.2.1 Экспериментальные методы определения структуры РНК

Экспериментальное изучение структур РНК имеет долгую историю. Пер
вым методом для определения структуры РНК была рентгеновская кристал
лография, однако для нее необходимы кристаллы, которые сложно получить
из-за структурной гетерогенности РНК. На практике этот крайне трудоемкий
метод позволяет определить структуру только очень коротких молекул. Тем не
менее, кристаллографические исследования позволили определить структуру
целой рибосомы с атомным разрешением, за что их авторам Венки Рамакриш
нану, Тому Стейцу и Аде Йонат в 2009 году была присуждена Нобелевская
премия по химии [289]. Метод ядерного магнитного резонанса (ЯМР) также
подходит в основном для определения структуры небольших РНК (обычно ме
нее 100 нуклеотидов). Прогресс в технологии криоэлектронной микроскопии
(КриоЭМ) значительно улучшил разрешение и способность определять струк
туры макромолекул, включая РНК [290—292], но, несмотря на все эти усилия,
в настоящее время в структурных базах данных насчитывается всего около
шести тысяч РНК-содержащих структур, что составляет менее 3% от общего
числа известных структур [293; 294].

Если не задаваться целью определить структуру РНК с атомным разре
шением, а ограничиться только комплементарными взаимодействиями, то в
настоящее время существует широкий спектр методов исследования структу
ры РНК, которые по-разному сочетают ферментативные и химические зонды с
глубоким секвенированием для одновременного исследования структуры боль
ших ансамблей молекул РНК («структурома» РНК). В широком смысле эти
методы можно разделить на две основные группы в зависимости от типа полу
чаемой структурной информации: методы, основанные на пробинге, и методы,
основанные на лигировании пространственно близких молекул.

Общий принцип, лежащий в основе методов первой группы, заключается
в использовании зондов для модификации РНК специфичным для структуры
РНК способом [295—298]. Эти зонды оставляют «следы» на РНК в виде мо
дифицированного основания, позицию которого можно определить с помощью
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обратной транскрипции (ОТ) и последующего секвенирования. Пробинг не дает
информации о спаривании оснований, а вместо этого измеряет интенсивность
реакции зонда с каждым нуклеотидом и рассчитывает показатель реактив
ности, отражающий вероятность комплементарного спаривания. Например,
локальную доступность неспаренных оснований экспериментально определяет
метод SHAPE-seq [299; 300]. Однако методы, основанные на разнице в реакци
онной способности одноцепочечных и двухцепочечных остатков, не подходят
для исследования дальних взаимодействий в структуре пре-мРНК, поскольку
с их помощью можно обнаружить только спарен ли нуклеотид, но невозможно
понять с каким именно другим нуклеотидом. Если локальные спаривания осно
ваний с высокой степенью достоверности можно предсказать по близлежащим
последовательностям, то на дальних расстояниях возникает неопределенность
из-за слишком большого числа вариантов спаривания [299].

В отличие от пробинга, методы, основанные на лигировании простран
ственно близких молекул, дают информацию о том, какие основания спа
рены друг с другом внутри РНК (внутримолекулярная структура РНК)
или между двумя молекулами РНК (межмолекулярные РНК-РНК взаимодей
ствия) [101—104; 301—303]. Как правило, эти методы фотохимически сшивают
взаимодействующие РНК, например при помощи производных псоралена, после
чего РНК фрагментируются, а затем взаимодействующие пары РНК лигируют
ся с образованием химерных молекул, которые могут быть идентифицированы в
ходе секвенирования. Они широко применяются к исследованию не только вто
ричной структуры одиночных молекул, но также и РНК-РНК взаимодействий,
которым в последние годы уделяется все больше внимания в свете растуще
го интереса к пониманию функций длинных некодирующих РНК [304; 305].
РНК-РНК взаимодействия управляют регуляторными программами процессин
га РНК, такими, как подавление трансляции и сайленсинг генов [306; 307]. Они
играют фундаментальную роль в функционировании сплайсосомы, где малые
ядерные РНК (мяРНК) взаимодействуют друг с другом и с пре-мРНК, обра
зуя гетеродуплексы [31]. Также появляется все больше свидетельств тому, что
РНК-РНК взаимодействия участвуют в регуляции транскрипции [308; 309].
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1.2.2 Вычислительные методы предсказания структуры РНК

Из экспериментальных данных о молекулах РНК с известной структурой
можно извлечь принципы, по которым она формируется, и построить по ним
модели для сворачивания молекул с неизвестной структурой. Существующие
методы предсказания структуры РНК можно подразделить, с одной стороны,
на термодинамические, основанные на минимизации свободной энергии, и фи
логенетические, основанные на поиске ковариаций. С другой стороны, их также
можно подразделить на методы предсказания внутримолекулярных и межмо
лекулярных РНК-структур.

Методы, основанные на минимизации свободной энергии одиночной мо
лекулы РНК, находят термодинамически наиболее стабильную вторичную
структуру путем минимизации свободной энергии с использованием алгорит
мов динамического программирования. Первым в этой группе методов был так
называемый алгоритм Нуссинов, в котором наиболее стабильной предполагает
ся структура РНК, содержащая максимальное число спаренных оснований [9].
В настоящее время расчет свободной энергии основан на эксперименталь
но определенных параметрах так называемой аддитивной термодинамической
модели, в которой участвуют энергии стэкинга, выпячиваний, внутренних
и мультипетель, а также других элементов вторичной структуры [11; 310].
Спектр вычислительных методов для предсказания структуры РНК с помо
щью минимизации свободной энергии охватывает около 40 программ, таких
как Mfold [311] и RNAfold [312], которые различаются своей производитель
ностью и предположениями о типах предсказываемых структур. Их обычно
применяют для сворачивания небольших молекул или фрагментов РНК (не
более 200 нуклеотидов).

Основными ограничениями этих методов являются их возрастающая
неточность и сложность вычислений по мере увеличения длины анализи
руемой РНК, а также неспособность учитывать ключевые детерминанты
структуры РНК в живых клетках, такие как котранскрипционная природа
сворачивания, связывание белков и модификации РНК. Действительно, РНК
в клетке сворачиваются котранскрипционно с помощью белков-шаперонов, а
также принимает промежуточные структурные конформации, которые помо
гают избежать энергетических ловушек [313; 314]. На сегодняшний день эти
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динамические взаимодействия плохо изучены, а методы анализа РНК-белковых
взаимодействий и кинетики транскрипции только начинают появляться [315;
316]. РНК-связывающие белки и кинетика элонгации вносят большую неопреде
ленность в параметры моделей, которые используются для сворачивания РНК,
и представляют собой основной источник расхождений между вычислительны
ми моделями длинных РНК [317; 318].

Однако главной проблемой перечисленных методов является лежащее
в их основе динамическое программирование, которое за приемлемое вычис
лительное время может предсказать только структуры без псевдоузлов, что
делает их неприменимыми к предсказанию дальних взаимодействий, которые
«шунтируются» локальными структурами [113]. Иными словами, алгоритм
минимизации энергии предпочитает «не заметить» высокоэнергетические даль
ние взаимодействия, которые вследствие запрета на псевдоузлы оказываются
несовместимыми с большим числом низкоэнергетических, но суммарно более
«выгодных» локальных спариваний.

Таким образом, наша способность вычислительно сворачивать эукарио
тические РНК без учета псевдоузлов оказывается систематически смещена в
сторону локальных структур. В то же время задача предсказания структуры
РНК с произвольными псевдоузлами является NP-полной [319], а для пред
сказания даже наиболее простых типов псевдоузлов динамическому програм
мированию требуется время 𝒪(𝑛6), где 𝑛 — длина последовательности [320],
что делает его неприменимым к эукариотическим транскриптам. Помимо этого
технического ограничения, существует и более фундаментальная проблема, за
ключающаяся в том, что аддитивная термодинамическая модель недостаточна
для описания энтропийного вклада петель в молекулах с псевдоузлами посколь
ку необходимо принимать во внимание важные стерические и топологические
ограничения [321].

Несмотря на то, что дальние взаимодействия в структуре РНК являют
ся внутримолекулярными, с вычислительной точки зрения их также можно
рассматривать как межмолекулярные. Задача предсказания РНК-РНК взаи
модействий похожа на задачу предсказания вторичной структуры одиночной
РНК, но отличие состоит в том, что допускаются пары оснований как внутри
одной молекулы, так и между молекулами РНК. Несмотря на то, что внутри-
и межмолекулярные взаимодействия управляются одними и теми же моле
кулярными силами, это отличие имеет решающее значение для алгоритмов,
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поскольку динамическое программирование применимо только к незаузленным
структурам РНК, в то время как одновременное предсказание внутри- и межмо
лекулярных пар оснований эквивалентно сворачиванию РНК с псевдоузлами.

Как и в случае одной молекулы, для предсказания РНК-РНК взаимо
действий можно ограничиться только простыми видами псевдоузлов. Примеча
тельно, что самой первой работой, в которой задача поиска межмолекулярных
РНК-взаимодействий была сформулирована в упрощенном виде и решена
на основе динамического программирования, является работа автора этой
диссертации [321]. Разработанные на ее базе современные методы предсказа
ния межмолекулярных РНК-структур, как правило, еще более вычислительно
затратны, чем внутримолекулярные методы, поскольку они моделируют РНК
РНК взаимодействия как разборку локальной структуры с последующей
межмолекулярной гибридизацией [322; 323]. Некоторые их разновидности
избегают рассмотрения внутримолекулярных взаимодействий, чтобы быть эф
фективными в вычислительном отношении [324; 325].

Наилучший на данный момент компромиссный подход использует предва
рительно рассчитанные профили доступности в дополнение к оценке свободной
энергии открытых сайтов связывания [326]. Другие методы получают дополни
тельную скорость за счет упрощения модели свободной энергии, что делает
их применимыми, например, к поиску мишеней микроРНК, но устранение
внутренней структуры РНК приводит к резкому увеличению доли ложно
положительных предсказаний [327—329]. Вклад псевдоузлов можно оценить,
рассматривая отдельные спирали вместо пар оснований, но этот подход необхо
димо сочетать с филогенетическими методами [330]. Таким образом, в масштабе
эукариотических геномов предсказание дальних взаимодействий в структуре
РНК оказывается весьма сложной задачей как с точки зрения эффективности,
так и с точки зрения специфичности, поскольку количество случайной компле
ментарности растет с увеличением длины последовательности.

Когда предсказание структуры РНК по последовательности не дает
результатов, мощной альтернативой становятся методы сравнительной гено
мики. Во-первых, они ограничивают пространство поиска до эволюционно
консервативных областей, что частично снижает сложность вычислений и
повышает специфичность предсказаний [331]. Во-вторых, они приобретают ста
тистическую силу за счет наблюдения за компенсаторными заменами, т.е.
ковариациями нуклеотидов в спаренных позициях [332—336]. Их идея основана
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на том, что структурно и функционально значимые пары оснований во вторич
ной структуре РНК должны эволюционировать одновременно для того, чтобы
поддерживать комплементарность.

Для исследования компенсаторных замен существуют методы, такие как
Dynalign [337] и R-scape [12], которые предсказывают структуру РНК, ограни
ченную результатами ковариационного анализа выравнивания гомологичных
последовательностей РНК. Несмотря на то, что ковариационные модели ока
зались чрезвычайно успешными в открытии рибопереключателей [338; 339],
недостаточный уровень вариабельности нуклеотидных последовательностей да
леко не всегда позволяет их использовать [13]. Среди примеров, представленных
в данной диссертации, многие функциональные структуры РНК были факти
чески обнаружены в множественных выравниваниях последовательностей без
каких-либо компенсаторных замен.

В применении к эукариотам предсказание вторичной структуры РНК и
РНК-РНК взаимодействий методами сравнительной геномики сталкиваются с
множеством трудностей из-за большой длины и сложной организации эукари
отических генов. Степени консервативности экзонов и интронов значительно
различаются, причем интроны не всегда могут быть выровнены или их вырав
нивание может не быть уникальным. Некоторые методы используют модели
филогенетических замен для сворачивания последовательностей, кодирующих
белки [335; 336], но о применении сравнительной геномики к сворачиванию
интронов и нетранслируемых областей известно гораздо меньше. При этом, ос
новным ограничением остается то, что множественное выравнивание не всегда
существует, а даже тогда, когда оно существует и анализируется как профиль
с помощью алгоритма для одиночной последовательности [340; 341] или с помо
щью вероятностной модели [342—344], результаты предсказаний кардинально
зависят от качества входного выравнивания.

Логичным решением представляется объединить задачи множественного
выравнивания и предсказания структуры РНК, что представляет собой зна
менитую проблему одновременного сворачивания и выравнивания, впервые
сформулированную в 1984 году Давидом Санковым [345]. Алгоритм Санкова
требует огромных вычислительных затрат, а его строгая реализация для двух
последовательностей имеет сложность по времени и памяти 𝒪(𝑛6) и 𝒪(𝑛4)

соответственно, где 𝑛 — длина последовательности [346]. Его можно использо
вать для оптимизации существующего множественного выравнивания с учетом
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фолдинг

выравнивание выравнивание

фолдинг

сначала фолдинг, потом выравнивание

сначала выравнивание, потом фолдинг

Рисунок 1.7 — Диаграмма, описывающая одновременное выравнивание последовательностей и
предсказание структуры. Вверху слева: невыровненные последовательности РНК. Внизу слева: их
выравнивание без учета структуры; серым цветом показаны консервативные участки. Вверху спра
ва: предсказанные элементы вторичной структуры для каждой последовательности показаны в виде
дуг. Внизу справа: структуры сопоставляются либо в результате согласованного выравнивания, либо

идентифицируются непосредственно в множественном выравнивании последовательностей.

структуры, но возможности этой оптимизации весьма ограничены [18]. Приме
нительно к дальним взаимодействиям метод Санкова выходит далеко за рамки
современных вычислительных возможностей и, принимая во внимание число
неизвестных факторов, влияющих на сворачивание РНК в живых клетках, ра
бота над его усовершенствованием вряд ли имеет смысл.

У алгоритма Санкова есть две предельные реализации, которые можно
назвать «сначала выравнивание, потом фолдинг» и «сначала фолдинг, по
том выравнивание», которые можно условно представить в виде диаграммы
на рис. 1.7. В первом случае, «сначала выравнивание, потом фолдинг», на
бор ортологичных последовательностей сначала выравнивается, а затем по
полученному выравниванию предсказывается структура РНК. Этот подход ре
ализован во всех существующих филогенетических методах [322], однако его
чувствительность ограничена качеством входного выравнивания, например,
неопределенностью выравнивания взаимоисключающих экзонов, возникающих
в результате геномных дупликаций, или ошибками в выравнивании консер
вативных структурных элементов, которые слишком коротки и теряются в
протяженном неконсервативном фоне [119; 347]. Он также неприменим к случа
ям, когда последовательности разошлись до неузнаваемости, но их структура
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осталась неизменной. Тем не менее, «сначала выравнивание, потом фолдинг»
представляет собой наиболее простой, быстрый и мощный подход, который ис
пользуется во многих современных сравнительных методах, в том числе и для
предсказания РНК-РНК взаимодействий [332; 348].

Вторая предельная реализация алгоритма Санкова, «сначала фолдинг, по
том выравнивание», в которой для каждой последовательности находятся все
возможные структуры, по которым затем строится согласованное множествен
ное выравнивание, исследована в значительно меньшей степени. На первый
взгляд она представляется нерациональной или даже невозможной, посколь
ку число структур для одной последовательности, возведенное в степень числа
их комбинаций при множественном выравнивании, слишком велико. Первой ра
ботой в этом направлении был поиск локальной структуры у энтеровирусов с
использованием филогенетического сравнения потенциальных двухцепочечных
участков и последующим анализом согласованности графа вторичных струк
тур [349]. В данной диссертационной работе эти идеи успешно обобщаются
на дальние комплементарные взаимодействия благодаря существенному сокра
щению числа структур за счет рассмотрения только очень длинных и почти
идеально комплементарных спариваний [113].

В заключение остается добавить, что в связи с быстрым развитием искус
ственного интеллекта методы, основанные на машинном обучении приобретают
все большую популярность в предсказании вторичной структуры РНК [294;
350]. Они основаны на статистических моделях с большим числом параметров и
предполагают возможность обучения этой модели на основе экспериментально
определенных данных о структуре РНК. Однако параметры этих моделей труд
но интерпретировать в физико-химических терминах, а качество и количество
экспериментальных данных о дальних взаимодействиях, как будет показано в
этой диссертационной работе, в настоящее время недостаточно для получения
надежных предсказаний структуры РНК.
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Глава 2. Материалы и методы

В этом разделе кратко перечисляются общие для всех глав материалы и
методы. Методы, разработанные в диссертации, а также подробное описание
специфических для каждого раздела методов и данных можно найти в соответ
ствующих главах, а также в цитируемых публикациях.

2.1 Экспериментальные методы

2.1.1 Конструирование минигенов

В D. melanogaster мини-гены, содержащие интересующие экзоны и интро
ны, амплифицировали из геномной ДНК с использованием полимеразы Taq
Precision Plus (Stratagene) и встраивали в плазмиду pRMHA5 под индуцируе
мым металлотионеиновым промотором. Клетки Schneider S2-L4 трансфициро
вали с использованием реагента для трансфекции Effectene (Qiagen). Промотор
индуцировали через 24 часа после трансфекции добавлением в среду 10 мкМ со
лей меди, а еще через 24 часа клетки собирали. РНК очищали с использованием
набора RNeasy Mini Kit (Qiagen). Обратная транскрипция (ОТ) осуществлялась
с 1 мкг РНК с обратным праймером олиго-dT. Полуколичественная ПЦР вы
полнялась с прямым праймером и обратным праймером, специфичным либо
для вектора, либо для гена (как указано на рисунках) с использованием 1/40
реакции ОТ. Полуколичественную ОТ-ПЦР для эндогенных мРНК проводи
ли с использованием олиго-dT-праймера для ОТ, используя 1 мкг общей РНК
клеток S2, и праймеры, которые были расположены внутри экзонов, гранича
щих с исследуемым событием сплайсинга. Контроль проводили без добавления
фермента ОТ, чтобы различать амплификацию РНК и ДНК. Сплайсинг визуа
лизировали на агарозных гелях, а полосы определяли количественно с помощью
программы NIH ImageJ. Фрагменты кДНК продуктов сплайсинга клонировали
в вектор pGEM-T Easy (Promega) и идентифицировали путем секвенирова
ния. Мутагенез проводили с использованием метода QuikChange (Stratagene)
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согласно рекомендациям производителя, а полученные мутанты проверяли се
квенированием.

Для генов человека, последовательности для вставки в миниген ам
плифицировали из геномной ДНК клеточной линии A549 с использованием
ДНК-полимеразы Q5 High-Fidelity (New England Biolabs). Фрагменты, коди
рующие экзоны 18–20 гена CASK, экзоны 5–7 гена PHF20L1 и экзоны 6–8
гена ATE1, были клонированы в экспрессионный вектор pRK5 под промото
ром CMV. Миниген с фрагментом гена PHF20L1 был собран с использованием
безрестрикционного клонирования. Фрагмент гена CASK клонировали с ис
пользованием протокола клонирования с тупым концом. Миниген ATE1 был
собран из трех фрагментов: первый был вставлен в вектор pRK5 с использо
ванием безрестрикционного клонирования, а следующие два фрагмента были
вставлены в полученную плазмиду с использованием набора для клонирования
сборки ДНК NEBuilder HiFi (New England Biolabs). Миниген, кодирующий эк
зоны 3 и 4 гена BRD2, был создан по методу клонирования с тупым концом.
Миниген, кодирующий экзоны 5 и 6 гена BRD3, был получен с использованием
набора для клонирования NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix. Фраг
менты амплифицировали с помощью высокоточной ДНК-полимеразы Q5 (New
England Biolab). Праймеры для клонирования и мутагенеза, а также условия и
праймеры для экспериментов ПЦР в реальном времени можно найти в приложе
ниях к [24; 79; 216; 351]. Все конструкции были подтверждены секвенированием.

2.1.2 Трансфекция плазмидами и АОН

Клетки S2 дрозофилы культивировали при 28oС в среде Шнайдера для
дрозофилы и трансфицировали плазмидами дикого типа или несущими мута
ции минигенными плазмидами с использованием реагента для трансфекции
Effectene (Qiagen) как рекомендовано производителем. Клетки аденокарциномы
легкого человека A549 культивировали в модифицированной среде Дульбекко
Игла и питательной смеси F-12 (1:1) с добавлением 10% фетальной бычьей сы
вороткой, 1% GlutaMAX, 50 ед./мл пенициллина и 0.05 мг/мл стрептомицина
(все продукты от Thermo Fisher Scientific) при 37oC в среде 5% CO2. Плазми
ды дикого типа или несущие мутации минигенные плазмиды трансфицировали
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в клетки A549 с использованием Lipofectamine 3000 (Invitrogen) по протоколу
обратной трансфекции в течение 24 часов.

Антисенс олигонуклеотиды (АОН) были изготовлены на основе LNA с за
меной оснований ДНК в каждом втором нуклеотиде [352]. Синтез LNA/ДНК
миксмеров был осуществлен АО «Синтол». Последовательности АОН пере
числены в приложениях к [24; 79; 351]. Липофекцию АОН проводили с
использованием липофектамина RNAiMAX (Invitrogen) на 50–70% конфлюэнт
ных клеток. Клетки собирали через 48 часов после обработки. α-аманитин
(Sigma) добавляли в концентрации 1 мкг/мл или 2 мкг/мл к 50–70% конфлюэнт
ным клеткам. Клетки собирали через 24 часа после обработки. В экспериментах,
когда клетки трансфицировали одновременно минигенами и АОН, плазмиды
и АОН смешивали перед трансфекцией, затем эти смеси трансфицировали с
помощью Lipofectamine 3000, а через 24 часа после обработки клетки собира
ли. Эксперименты с обработкой α-аманитином и АОН/минигенами проводили
следующим образом. Сначала клетки трансфицировали АОН/минигенами с ис
пользованием обратной трансфекции, через 12–14 ч после трансфекции среду
меняли и добавляли α-аманитин, а через 24 часа клетки собирали. В экспери
ментах по инактивации экспрессии фактора PTBP1 клетки трансфицировали
100 нМ контрольной миРНК против гена люциферазы светлячка, или 100 нМ
миРНК против фактора PTBP1. В экспериментах по инактивации системы
NMD за три часа до сбора к клеткам добавляли циклогексимид, получая ко
нечную концентрацию 300 мкг/мл.

2.1.3 Вестерн блоттинг

В экспериментах по замедлению элонгации транскрипции для вестерн
блоттинга плазмиду pCMV3-NELFE (HG15217-UT, Sino Biological) трансфици
ровали в клетки А549 с использованием Lipofectamin 3000 (Invitrogen). Клетки
лизировали буфером RIPA через 24 часа. Клетки без трансфицированной плаз
миды использовали в качестве отрицательного контроля. Клеточные лизаты (3
мкг общего белка) разделяли гель-электрофорезом на 10% полиакриламидном
геле с додецилсульфатом натрия (ДДС-ПААГ) в денатурирующих условиях
и переносили на нитроцеллюлозную мембрану. Сначала проводили обработку
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при 4oC в течение 12 часов с использованием антител против NELFE [353]
(1:500) и GAPDH (Thermo Fisher Scientific, 39-8600, 1:3000). В экспериментах по
инактивации экспрессии фактора PTBP1 клеточные лизаты также разделяли
гель-электрофорезом на 10% ДДС-ПААГ, белки переносили на нитроцеллю
лозные мембраны. Мембраны блокировали в трис-буферном физиологическом
растворе (TBS, pH=7.4), содержащем 5% бычьего сывороточного альбуми
на (BSA), трижды промывали TBS и инкубировали с первичным антителом
против PTBP1 (Cloud-Clone Corp., PAC737Hu01) или поликлональными мы
шиными антителами против глицеральдегидфосфатдегидрогеназы (GAPDH)
[6C5] (Abcam, ab8245) в течение ночи при 4oC (разведение 1:2000). Затем на
1 час при комнатной температуре добавляли козьи анти-кроличьи IgG, конъ
югированные с пероксидазой хрена (Invitrogen, G21234, 1:2500), или вторичные
антитела против мышиного IgG (H+L) (Thermo Fisher Scientific, 62-6520), с по
следующим обнаружением с использованием реагента Amersham ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life Sciences) и системы ви
зуализации Bio-Rad ChemiDoc XRS.

2.1.4 Замедление элонгации транскрипции

Клеточная линия А549 поддерживалась в модифицированной среде Дуль
бекко Игла и питательной смеси F-12 (1:1), содержащей 10% фетальной бычьей
сыворотки, 50 ед/мл пенициллина и 0.05 мг/мл стрептомицина (Thermo Fisher
Scientific) при 37oC в среде 5% CO2. Для обработки α-аманитином (Sigma) к
клеткам добавляли 1 или 2 мкг/мл α-аманитина при конфлюэнтности 50–70%.
После 24 часов обработки клетки собирали, РНК выделяли с использованием
набора PureLink RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific), а затем выделяли
поли(А) фракцию мРНК с использованием Dynabeads Oligo(dT) 25 (Thermo
Fisher Scientific). Библиотеки кДНК конструировали с использованием набора
NEBNext Ultra II for Illumina (New England BioLabs) для подготовки библиотеки
направленных РНК со временем фрагментации 10 минут. Полученные библио
теки секвенировали в двух биорепликах с использованием прибора NextSeq500
(Illumina). Для каждого образца с длиной чтения 75 п.о. было получено 33–41
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миллионов чтений. Полученные чтения анализировались программой IPSA для
получения числа с разрывами и вычисления степени включения экзонов [354].

2.2 Биологические источники РНК для высокопроизводительного
секвенирования

В диссертации использовались данные высокопроизводительного секве
нирования РНК из клеточных линий и тканей человека, полученные в меж
дународных консорциумах ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) и GTex
(Genotype Tissue Expression project) при участии автора диссертации [26; 27;
355—359], а также данные, полученные другими авторами.

Каталоги используемых консорциумом ENCODE клеточных линий, усло
вия их культивации, протоколы выделения РНК, получение ядерных и ци
топлазматических фракций, фракционирование по длине и внутриклеточной
локализации, фракционирование РНК на поли(А)+ и поли(А)−, удаление ри
босомальных РНК, подготовка библиотек для секвенирования, а также другие
экспериментальные протоколы подробно описаны в [360]. Методика забора био
материалов и выделения РНК в консорциуме GTEx описана в [361]. Полный
каталог исследуемых тканей и трансформированных клеток приводится в таб
лице S1 в [361]. Были использованы образцы РНК, соответствующие критерию
целостности (RIN score) 6.0 и выше. Для секвенирования использовали по мень
шей мере 1 мкг тотальной РНК, из которой выделяли поли(А)+ фракцию.
Доноры тканей выбирались из соображений увеличения статистической мощ
ности для анализа локусов количественных признаков и получения широкого
спектра тканей у некоторых отдельных доноров.

Дополнительно были использованы данные высокопроизводительного се
квенирования РНК из экспериментов по замедлению элонгации транскрипции
в мутантах RNAPII, данные из экспериментов по ответу транскриптома на
инактивацию РСБ и их футпринтинга по методу eCLIP, а также данные из
экспериментов по инактивации системы NMD. Число образцов в эксперименте,
число биореплик, число образцов в контроле, число биореплик в контроле, а
также коды доступа в репозитории GEO приведены в табл. 1
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Таблица 1 — Источники данных высокопроизводительного секвенирования. Эксп. — число
образцов х число реплик. Контр. — число образцов х число реплик.

Образец Метод Фракция Эксп. Контр. Источник
HepG2 РНК-сек поли(А)+ 1x2 1x2 ENCODE
K562 РСБ-KD + РНК-сек поли(А)+ 234x2 25x2 ENCODE
HepG2 РСБ-KD + РНК-сек поли(А)+ 230x2 24x2 ENCODE
HEK293 Rpb1 C4/R749H поли(А)+ 1x4 1x4 GSE63375
K562 eCLIP 91x2 25x2 ENCODE
HepG2 eCLIP 75x2 24x2 ENCODE
HEK293 XRN1/UPF1-KD + РНК-сек поли(А)+ 1x1 1x1 GSE57433
7 линий RIC-seq 7x2 7x2 GSE190214
50 тканей РНК-сек поли(А)+ 8551x1 0x0 GTEx
18 опухолей РНК-сек поли(А)+ 698x1 698x1 TCGA

2.3 Обработка данных высокопроизводительного секвенирования

В разд. 3.3 использовались данные секвенирования поли(А)+ РНК из кле
точной линии HepG2 (номера доступа ENCFF670LIE и ENCFF074BOV), кото
рые были загружены в BAM-формате с веб-сайта консорциума ENCODE [362].
Данные по отклику транскриптома клеточных линий HepG2 и K562 на инакти
вацию экспрессии 250 РСБ были загружены в BAM-формате из репозитория
ENCODE [362] (коды доступа в [23]). Данные секвенирования поли(А)+ РНК
для дикого типа и мутантных клеток HEK293 Rpb1 C4/R749H были загру
жены из репозитория Gene Expression Omnibus (GEO) под номером доступа
GSE63375 [363]. Данные секвенирования РНК поли(А)+ РНК из клеточной
линии A549, обработанной α-аманитином, были получены как описано ниже
(разд. 2.1.4) и картированы на сборку GRCh37 генома человека с использова
нием программы STAR v2.3.1z с настройками по умолчанию.

В разд. 4.1 данные, полученные в экспериментах RIC-seq на семи кле
точных линиях человека, включая GM12878, H1, HeLa, HepG2, IMR90, K562
и hNPC (по две биореплике каждый), были загружены из репозитория GEO
под номерами доступа GSE127188 и GSE190214 в формате FASTQ. Контроль
ные эксперименты по секвенированию РНК были загружены из консорциума
ENCODE под номерами доступа, указанными в таблице S4 в [24]. Все дан
ные RIC-seq и данные по секвенированию РНК обрабатывались пакетом
RNAcontacts с настройками по умолчанию [364].
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В разд. 5.2.3 данные секвенирования поли(А)+ РНК были загружены в
BAM-формате с веб-сайтов проектов GTEx и TCGA [365; 366]. Данные се
квенирования РНК в эксперименте по замедлению элонгации транскрипции в
мутантах RNAPII были загружены из репозитория GEO под номером досту
па GSE63375 [363].

В разд. 6.1 использовались данные по отклику транскриптома клеточной
линии HEK293 Flp-In T-Rex на совместную инактивацию факторов XRN1 и
UPF1 (репозиторий GEO под номером доступа GSE57433) [367], которые были
картированы на сборку GRCh37 генома человека с использованием картиров
щика STAR-2.5.3a. Данные по отклику транскриптома клеточных линий HepG2
и K562 на инактивацию экспрессии РСБ были загружены в BAM-формате в
виде готовых картирований на сборку GRCh37 генома человека из репозито
рия ENCODE [362]. Также были использованы данные футпринтинга (enhanced
cross-linking and immunoprecipitation, eCLIP) для 115 РСБ, представленные
в [315].

В разд. 3.3 и разд. 6.2 выравнивания коротких чтений, для 8551 образца
из Консорциума GTEx v7 [365], были загружены из базы данных dbGaP в виде
готовых картирований на сборку GRCh37 генома человека в BAM-формате (код
проекта phs000424/GRU). Результаты экспериментов по пертурбации уровней
экспрессии РСБ с последующим секвенированием РНК, включая эксперимен
ты по частичной и полной инактивации и суперэкспрессии, перечисленные в
таблице S3 [216], были загружены с портала ENCODE и архива SRA в форма
тах BAM и FASTQ, соответственно, и картированы на сборку GRCh37 генома
человека с использованием картировщика STAR-2.7.7a [110]. Для анализа диф
ференциального сплайсинга использовался пакет rMATS v.4.1.1 [368].

В разд. 6.3 данные из Консорциума GTEx были загружены из базы
данных dbGaP в формате FASTQ. Эти, а также данные, полученные из кон
сорциума TCGA, были картированных на сборку GRCh38 генома человека с
помощью картировщика STAR-2.7.3a.

В разд. 6.2 данные уровня MS1 об экспрессии белков в тканях чело
века были загружены с портала Proteomics DB [369]. Ткани из Proteomics
DB сопоставлялись с тканями GTEx, затем вычислялись медианные значе
ния Ψ (см. разд. 2.4.4), а затем ткани были отсортированы по возрастанию
Ψ. Для проверки отрицательной взаимосвязи между уровнем экспрессии белка
и непродуктивным сплайсингом, т.е. того, следует ли уровень экспрессии бел
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ка нисходящему тренду при упорядочивании по Ψ, применялся односторонний
критерий Джонкхира-Терпстры.

2.4 Биоинформатические методы

2.4.1 Гены и геномы

В разд. 3.2 используются аннотации и сборки геномов млекопитающих
и дрозофилид, перечисленные в таблице S1 в [113]. По умолчанию использо
валась сегментация, индуцированная границами аннотированных в эталонном
виде экзонов (H. sapiens для млекопитающих и D. melanogaster для дрозофи
лид). Генный сегмент классифицировался как экзонный если он принадлежал
хотя бы одному аннотированному экзону, и как интронный в противном случае.
Ортологичные экзоны были получены из парных полногеномных выравнива
ний BLASTz, загруженных в chain формате с веб-сайта Геномного Браузера
UCSC [370]. Начиная с раздела разд. 3.3 использовалась сборка генома че
ловека GRCh37 и аннотация GENCODE версии v35lift37, за исключением с
разд. 6.3, в котором использовалась сборка генома человека GRCh38 и аннота
ция GENCODE версии v42 [371].

2.4.2 Оценка значимости компенсаторных замен

Для оценки количества и статистической значимости компенсаторных за
мен в комплементарных участках использовались глобальные множественные
выравнивания геномов 99 позвоночных с геномом человека [372]. Последова
тельности, которые содержали вставки и делеции по сравнению с эталонным
видом, удалялись. Два блока выравнивания объединялись через искусствен
ный спейсер, содержащий десять адениновых нуклеотидов, и передавались на
вход программе R-scape v1.2.340 вместе с филогенетическим деревом в формате
STOCKHOLM и предсказанной вторичной структурой РНК [12]. Результиру
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ющее E-значение определялось как произведение E-значений, предсказанных
R-scape, по всем парам оснований в РНК-структуре. На всех рисунках приво
дятся сокращения в названиях видов как в [373].

2.4.3 Статистические методы

Для статистической обработки данных во всех разделах использовалось
программное обеспечение R версии 3.4.1 и выше, а также пакет для визуали
зации данных ggplot2. Если не оговорено противное, для парных сравнений
средних (медиан) в независимых выборках использовался критерий суммы
рангов Манна-Уитни, а в зависимых — знаковый критерий Вилкоксона. Тести
рование выполнялось при помощи встроенных R-функций с использованием
поправки на непрерывность при приближении нормальным распределением.
Для сравнения пропорций использовался двухвыборочный 𝑧-тест. Отношение
шансов (𝑂𝑅) вычислялось как отношение доли исходов в пользу воздействия
в опыте к доле исходов в пользу воздействия в контроле. Стандартная ошиб
ка и доверительные интервалы 𝑂𝑅 вычислялись с использованием нормальной
аппроксимации распределения логарифма отношения шансов. В тексте диссер
тации в скобках приводятся двусторонние Р-значения (𝑃 ), если не указано
иное. Для поправки на множественное тестирование использовалась поправ
ка Бонферони-Холма для множественного тестирования (family-wise error rate
𝐹𝑊𝐸𝑅 < 0.05). Ящичковые диаграммы на всех рисунках представлены меди
аной, верхним и нижним квартилем, а также максимальным и минимальным
значением по выборке, попадающим в верхнюю и нижнюю границу усика; вы
бросы не показаны. Числа после знака ±, а также интервалы ошибок на всех
рисунках обозначают 95% доверительные интервалы. Статистически значимые
различия на стандартных уровнях значимости (5%, 1% и 0.1%) помечены звез
дочками.
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2.4.4 Уровни экспрессии генов и уровни включения экзонов

Уровни экспрессии генов рассчитывались на основании суммарного числа
картированных чтений в экспериментах по секвенированию РНК. Значе
ния уровней экспрессии были нормализованы в соответствии с методологией
DESeq2 [374]. А именно, элементы строк матрицы экспрессии, столбцы которой
соответствуют образцам, а строки соответствуют генам, делились на медиану
по строке, а затем нормировочный фактор 𝑠𝑓𝑘 для образца 𝑘 рассчитывался
как медиана по столбцу. Значения экспрессии делили на 𝑠𝑓𝑘, логарифмирова
ли, и центрировали путем вычитания медианы по всем образцам. Для оценки
дифференциальной экспрессии генов в экспериментах по пертурбациям экспрес
сии РСБ число чтений извлекали из соответствующих BAM-файлов с помощью
программы RNA-SeQC [375] и анализировали с помощью пакета DESeq2 [374]
с использованием коррекции сжатия apeglm [376].

Разрывные чтения, а также непрерывные чтения, поддерживающие удер
жание интронов, извлекались из выравниваний с использованием пакета IPSA
с настройками по умолчанию [354]. Чтения фильтровались по значению эн
тропии Шеннона распределения отступов (расстояние от начала чтения до
разрыва), статусу аннотации и наличию канонических динуклеотидов (GT/AG)
в сайтах сплайсинга [354]. Во всех разделах, за исключением разд. 6.2, степень
включения кассетного экзона Ψ (percent-spliced-in или PSI) рассчитывалась по
формуле

Ψ =
𝐼

𝐼 + 2 * 𝑆
,

где 𝐼 — число чтений, поддерживающих включение экзона, а 𝑆 — число чтений,
поддерживающих исключение экзона. Значения Ψ со знаменателем менее 20
отбрасывались. В разд. 6.2 степень включения вычислялась не только для кас
сетных экзонов, но и для других событий АС, например альтернативных 5’ss и
3’ss, в случаях, когда чтения позволяли различать альтернативно сплайсирован
ные изоформы транскриптов. При этом метрика Ψ определялась по отношению
к NMD-изоформе, т.е. Ψ = 1 для ядовитого экзона означало, что он всегда вклю
чается, а Ψ = 1 для необходимого экзона означало, что он всегда пропускается.

Изменение степени включения экзонов при инактивации экспрессии (или
в сравнении любых двух условий) оценивали с помощью метрики ∆Ψ = Ψ𝐾𝐷−
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Ψ𝐶 , где Ψ𝐾𝐷 и Ψ𝐶 — степени включения экзона в эксперименте по инактивации
экспрессии и контрольном эксперименте, соответственно. Чтения из биореплик
объединялись. Для того, чтобы учесть изменение АС в транскриптах, уровни
экспрессии которых изменяются при инактивации, была использована регрес
сионная модель для зависимости от среднего значения знаменателей Ψ𝐾𝐷 и
Ψ𝐶 . А именно, была построена линейная модель ∆Ψ = β0 + β1 log10(𝐹𝐶) для
экзонов с ∆Ψ ̸= 0, где 𝐹𝐶 — отношение знаменателей Ψ𝐾𝐷 и Ψ𝐶 , после чего
каждое значение ∆Ψ заменялось остатком в этой линейной модели. Для оценки
статистической значимости ∆Ψ использовалась похожая методика, в которой в
каждом из заранее выбранных интервалов значений log10(𝑆𝐽), где 𝑆𝐽 — сум
марное число разрывных чтений, поддерживающих включение и исключение
экзона в эксперименте и контроле, вычислялось среднее и стандартное откло
нение значений ∆Ψ, на основании которых ∆Ψ преобразовывалось в 𝑧-значение
и с использованием нормального распределения вычислялось 𝑃 -значение. Ко
всем 𝑃 -значениями применялась поправка на множественное тестирование, а
также они преобразовывались в 𝑞-значения [377].

2.4.5 Кластеры сайтов полиаденилирования

Для нахождения сайтов полиаденилирования в данных GTEx рассматри
вали чтения, содержащие область мягкого отсечения (soft clip region) размером
не менее 6 нт. Требовалось, чтобы сообщаемая нуклеотидная последователь
ность невыровненной области содержала не менее 80% T, если мягкое отсечение
находился в начале чтения, и 80% A, если оно находилось в конце. По
ли(А)-чтения объединялись по геномному положению первого невыровненного
нуклеотида, соответствующего положению сайта полиаденилирования, в ре
зультате чего для каждого значения отступа были получены частоты, по
которым затем вычислялась энтропия Шеннона (𝐻). Использовался порог
𝐻 ⩾ 2 в сочетании с минимальной длиной отступа 6 нт. Сайты, которые распо
лагались в пределах 10 нт друг от друга, были объединены в кластеры сайтов
полиаденилирования (КСПА) с помощью односвязной кластеризации.
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Глава 3. Предсказание дальних взаимодействий в структуре РНК

3.1 Постановка задачи предсказания дальних взаимодействий

Известные из литературы дальние взаимодействия в структуре эука
риотических РНК обладают рядом характерных свойств. Во-первых, они
эволюционируют в условиях отрицательного отбора и поэтому высококонсер
вативны, хотя степени консервативности отдельных структурных элементов
зависят от того, когда они были приобретены. Во-вторых, ядро структуры часто
представляет из себя собой длинное, почти идеальное комплементарное спа
ривание, что, вероятно, связано с ограничениями на свободную энергию для
поддержания комплементарности на больших расстояниях. Наконец, почти все
структурные элементы расположены в синтенных областях, например, в интро
нах, разделяющих ортологичные экзоны, что может быть связано с их ролью
в регуляции АС.

Первое свойство обосновывает применимость подхода «сначала выравни
вание, потом фолдинг» (рис. 1.7). Противоположный путь, «сначала фолдинг,
потом выравнивание», ранее систематически не исследовался, поскольку пред
сказания оптимальной структуры для одной последовательности недостаточно
точны для построения согласованного выравнивания [331; 378; 379]. Этот путь
является намного более затратным с вычислительной точки зрения из-за того,
что нуклеотидные последовательности могут иметь много сходных по энер
гетическим характеристикам комплементарных спариваний, и поэтому для
построения структурного выравнивания для каждой последовательности необ
ходимо знать множество всех ее вторичных структур.

В данной диссертационной работе развиваются оба этих подхода. В
разд. 3.2 обсуждается стратегия «сначала фолдинг, потом выравнивание», ко
торая заимствует некоторые технические идеи из метода GUUGle для поиска
комплементарности с учетом G:U пар [380]. Она состоит в преобразовании
исходной последовательности в хэш-таблицу, в которой хранится местоположе
ние каждого 𝑘-мера, и ее последующем пересечении с хэш-таблицой обратных
дополнений для нахождения консервативности и с хэш-таблицами ортологов
для обнаружения консервативности. Преимущество этого подхода заключается
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в том, что неконсервативные участки не приходится выравнивать. Наоборот,
отсутствие консервативности становится полезным свойством при присвоении
статистической значимости сохранившимся «островкам», погруженным в некон
сервативный фон [107]. По построению не накладывается никаких ограничений
ни на расстояние между парами оснований, ни на псевдоузлы.

Затем в разд. 3.3 обсуждается стратегия «сначала выравнивание, потом
фолдинг», в которой разреженный алгоритм динамического программирования
применяется к предсказанию дальних взаимодействий между консервативными
интронными участками, рассматриваемыми как межмолекулярные РНК-РНК
взаимодействия. Эта стратегия позволяет охватить большее число структур и
обойти технические и комбинаторные ограничения первого метода. Приводится
исчерпывающая статистическая характеризация взаимосвязи между консерва
тивными комплементарными участками и сигналами процессинга РНК, такими
как сплайс-сайты, сайты полиаденилирования и редактирования РНК, а также
выдвигается гипотеза о роли структуры РНК и сплайсинга в предотвращении
преждевременной терминации транскрипции.

3.2 Сначала фолдинг, потом выравнивание

В этом разделе представлены результаты, полученные мной в серии ра
бот с 2009 по 2014 год [107; 108; 113]. Все они относятся к предсказанию
интронных структур РНК, не ограниченных локальными взаимодействиями, в
группах ортологичных последовательностей без использования множественно
го выравнивания. Парные выравнивания последовательностей генов из заранее
выбранной группы организмов используются только для нахождения границ
ортологичных экзонов, по которым из соображений синтении определяются
ортологичные интроны. Технические детали нахождения ортологичных интро
нов подробно описаны в публикациях, поэтому здесь для краткости они будут
опущены. Используемые в перечисленных работах методы различаются между
собой, однако все они основаны на анализе 𝑘-меров, т.е., коротких подпоследо
вательностей длины 𝑘.
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Сегменты Вес
1 2 3 n

В
ид

ы

1 . . . f1
2 . . . f2
3 . . . f3

. . . . . . . . . . . . . . . . . .
m . . . fm

Рисунок 3.1 — Ортологичные последовательности 𝑠𝑖𝑗 индексируются идентификаторами сегментов
𝑗 = 1. . .𝑛 в каждом из видов 𝑖 = 1. . .𝑚. Серые прямоугольники (круги) комплементарны белым
прямоугольникам (соответственно кругам). Все прямоугольники и круги встречаются в ортологич
ных сегментах у трех видов, но прямоугольники встречаются одновременно у трех видов, а круги

встречаются одновременно только у двух.

3.2.1 Краткое описание метода IRBIS

Входные данные состоят из набора невыровненных ортологичных сегмен
тов нуклеотидных последовательностей 𝑠𝑖𝑗, где 𝑖 = 1,. . .,𝑚 индексирует виды,
а 𝑗 = 1,. . .,𝑛 — сегменты, таким образом, что ортологичные сегменты из раз
ных видов 𝑖 получают одинаковый идентификатор сегмента 𝑗 (рис. 3.1). Видам
присвоены весовые коэффициенты 𝑓𝑖, где 𝑖 = 1,. . .,𝑚, которые в сумме дают
единицу. Разыскиваются короткие комплементарные слова длины 𝑘 (𝑘-меры, по
умолчанию 𝑘 = 8), которые консервативны, то есть встречаются во «многих»
𝑠𝑖𝑗 для одного и того же 𝑖. Один из способов определить «многие» — это потребо
вать, чтобы сумма весов, соответствующих 𝑠𝑖𝑗, была больше некоторого порога
𝑡. Также будем требовать, чтобы комплементарные пары содержали как мини
мум ℎ спариваний G:C и не более 𝑔 спариваний G:U. Комплементарные 𝑘-меры
могут перекрываться, образуя более длинные структуры. Будем кластеризовать
перекрывающиеся 𝑘-меры и требовать как минимум 𝐿 комплементарных нук
леотидов в каждом кластере (полный список параметров приводится в табл.
1 в [113]).

Для разных приложений имеет смысл искать комплементарность между
разными наборами сегментов. Это формализуется путем ограничения поиска
комплементарности на сегменты 𝑠𝑖𝑎 и 𝑠𝑖𝑏, где 𝑎∈𝐴, 𝑏∈𝐵, а 𝐴 и 𝐵 — некоторые (не
обязательно непересекающиеся) подмножества множества {1,. . .,𝑛}. Например,
при поиске мишеней малых ядрышковых РНК (мякРНК) в интронах множе
ство 𝐴 представляет собой набор сегментов мякРНК, а множество 𝐵 — набор
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интронных сегментов белоккодирующих генов. Число комбинаций «все против
всех» для 𝐴 и 𝐵 может быть очень велико. Поэтому поиск можно ограничить
подмножеством комбинаций, определяемых некоторым отношением ℛ между
элементами множеств 𝐴 и 𝐵. Например, для поиска интронных структур внут
ри генов оба множества 𝐴 и 𝐵 представляют собой набор интронных сегментов
всех генов, но в ℛ допускаются только сегменты из одного и того же гена.

Суть метода IRBIS сводится к следующему. Для каждого вида 𝑖 создает
ся хеш-таблица, которая каждому 𝑘-меру ω сопоставляет массив 𝐻𝑖(ω) таких
упорядоченных пар (𝑗, 𝑝), что (𝑗, 𝑝)∈𝐻𝑖(ω) тогда и только тогда, когда ω встре
чается в позиции 𝑝 последовательности 𝑠𝑖𝑗. Массив 𝐻𝑖(ω) будет автоматически
отсортирован в лексикографическом порядке, т.е. (𝑗, 𝑝) ⩽ (𝑗′, 𝑝′), если 𝑗 < 𝑗′

или 𝑗 = 𝑗 и 𝑝⩽𝑝′, если последовательности𝑠𝑖𝑗, изначально отсортированные по
возрастанию 𝑗, читать слева направо. Нас интересуют 𝑘-меры, встречающиеся
во многих 𝑠𝑖𝑗 для одного и того же 𝑗. Для их поиска вводится «забывающее
позицию» отношение, при котором (𝑗1, 𝑝1) ≃ (𝑗2, 𝑝2) всякий раз, когда 𝑗1 = 𝑗2.
Это — отношение эквивалентности между элементами 𝐻𝑖(ω) для разных 𝑖, при
чем наиболее консервативные 𝑘-меры соответствуют самым большим классам
эквивалентности. Поскольку консервативные 𝑘-меры определяются независимо
от их положения в 𝑠𝑖𝑗, можно определить более сильную форму отношения ≃,
в которой (𝑗1, 𝑝1) ≃ (𝑗2, 𝑝2) всякий раз, когда 𝑗1 = 𝑗2 и |𝑝2 − 𝑝1| < ∆. Однако
следует понимать, что невыровненные последовательности нельзя сравнивать
по позициям, и поэтому порог ∆ должен быть очень большим для того, чтобы
отсекать только 𝑘-меры, расположенные в заведомо разных частях последо
вательностей 𝑠𝑖𝑗.

Отношение ≃ слишком строгое в том смысле, что оно предполагает точное
совпадение консервативных 𝑘-меров. Вместо обычных, непрерывных 𝑘-меров
аналогично можно рассматривать 𝑘-меры с пробелами (gapped 𝑘-mers), что
позволяет допускать небольшое число мутаций в консервативных областях, а
также моделировать короткие внутренние петли в структурах РНК. Известно,
что 𝑘-меры с асимметричными пробелами лучше подходят для выравнивания
последовательностей по методу фильтрации с потерями [381], однако в дан
ной задаче преимущества асимметричных пробелов не могут быть полностью
использованы, поскольку перекрывающиеся 𝑘-меры в дальнейшем кластери
зуются и расширяются. Для краткости описания я не буду здесь на этом
останавливаться [113].
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Рисунок 3.2 — (A) Пространство комплементарных спариваний длины 𝑘. Горизонтальная и верти
кальная оси соответствуют хеш-таблицам 𝐻𝑖(ω) и 𝐻𝑖(ω

*) соответственно; ширина и высота серых
прямоугольников — это 𝑛𝑖(ω) и 𝑛𝑖(ω

*) соответственно. Серая область представляет собой все
возможные комбинации комплементарных 𝑘-меров. (Б) Для нахождения консервативных компле
ментарных 𝑘-меров необходимо сравнить 𝐻𝑖(ω)×𝐻𝑖(ω

*) для разных 𝑖. Эквивалентные относительно
отношения ≃ структуры соединены путем.

Для того, чтобы найти все идеально комплементарные Уотсон-Криковские
спирали длины 𝑘, необходимо для каждого 𝑘-мера ω найти декартово произве
дение 𝐻𝑖(ω)×𝐻𝑖(ω

*), где ω* — последовательность, комплементарная к ω. На
рис. 3.2A схематично изображены все ω и ω* с учетом числа позиций, в которых
они встречаются. По построению каждый квадрат в серой области соответству
ет идеально комплементарной спирали длины 𝑘, т.е., если ω встречается 𝑛𝑖(ω)

раз, а ω* встречается 𝑛𝑖(ω
*) раз, то существует 𝑛𝑖(ω)·𝑛𝑖(ω

*) таких спиралей.
Площадь серой области будет большой тогда, когда 𝑛𝑖(ω) велико для некото
рого ω, например, когда 𝑠𝑖𝑗 состоит из полинуклеотидов (например, поли-А
и поли-Т). И наоборот, указанная область будет наименьшей когда серые пря
моугольники представляют собой квадраты примерно одинакового размера, но
даже в этом случае объем памяти для хранения всех комбинаций оказывается
слишком велик. Поэтому следует сразу исключить из рассмотрения участки
низкой сложности, поскольку они значительно увеличивают число парных ком
бинаций 𝑘-меров, т.е, мощность множества 𝐻𝑖(ω)×𝐻𝑖(ω

*).
Для того, чтобы сравнивать 𝐻𝑖(ω)×𝐻𝑖(ω

*) для разных 𝑖 (рис. 3.2B),
необходим этап предварительной фильтрации. Этот предварительный этап,
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называемый триммингом, использует тот факт, что 𝐻𝑖(ω) является упорядо
ченным массивом, и элементы 𝐻𝑖(ω) можно за линейное время сравнить для
всех 𝑖 для того, чтобы заранее исключить из рассмотрения неконсервативные
𝑘-меры. Тримминг принимает на вход набор хеш-таблиц 𝐻𝑖(ω) и возвращает
набор разреженных хеш-таблиц ̂︀𝐻𝑖(ω), в которых (𝑗,𝑝)∈ ̂︀𝐻𝑖(ω) тогда и только
тогда, когда сумма весов видов, для которых (𝑗,𝑝)∈𝐻𝑖(ω), больше заданного
порога.

После тримминга, таблицы ̂︀𝐻𝑖(ω) и ̂︀𝐻𝑖(ω
*) содержат только консерва

тивные 𝑘-меры, однако сообщить все попарные комбинации ω и ω* было бы
недостаточно, поскольку, например, если ω встречается у четных 𝑖, а ω* — у
нечетных, то вместе они не будут присутствовать ни у одного вида (рис. 3.1).
Для того, чтобы это учесть, можно применить процедуру тримминга к хеш-таб
лице 𝑃𝑖(ω) = ̂︀𝐻𝑖(ω)× ̂︀𝐻𝑖(ω

*) с каноническим лексикографическим порядком,
возникающем на декартовом произведении. Следует отметить, что процедура
тримминга наиболее эффективна тогда, когда последовательности 𝑠𝑖𝑗 содержат
мало консервативных 𝑘-меров. Поэтому данный метод не подходит для нахожде
ния структур РНК в экзонах, поскольку экзоны эволюционируют под отбором
на последовательность белка, и ограничение на консервативность, отсеивающее
бóльшую часть 𝑘-меров, не приведет к существенному сжатию хеш-таблиц.

В таблице 𝑃𝑖(ω) перечислены все попарные комбинации вхождений
𝑘-мера ω и идеально комплементарного ему 𝑘-мера ω*. Для того, чтобы разре
шить небольшое число G:U пар, можно вместо таблицы 𝐻𝑖(ω

*) использовать
таблицу 𝐻*

𝑖 (ω), которая является объединением таблиц 𝐻𝑖(ω
′) по всем ω′,

которые образуют с ω не более чем 𝑔 G:U пар (обычно 𝑔 = 2). Если рас
сматривается заранее определенное отношение ℛ на множествах сегментов 𝐴

и 𝐵, то необходимо построить отдельные хеш-таблицы 𝐻𝐴,𝑖 и 𝐻𝐵,𝑖, и при трим
минге таблицы 𝑃𝑖(ω) = ̂︀𝐻𝐴,𝑖(ω)× ̂︀𝐻𝐵,𝑖(ω

*) рассматривать только пары (𝑗, 𝑝)

и (𝑗′,𝑝′), где (𝑗,𝑗′)∈ℛ.

Для того, чтобы кластеризовать перекрывающиеся 𝑘-меры, достаточно
отсортировать элементы (𝑗, 𝑝, 𝑗′,𝑝′) таблицы 𝑃𝑖(ω) не лексикографически, а по
𝑗, 𝑗′, 𝑝, и 𝑝′ (в этом порядке). Тогда перекрывающиеся 𝑘-меры будут встре
чаться в отсортированном списке последовательно, а самые длинные кластеры
можно идентифицировать с помощью динамического программирования. После
этого на стадии постпроцессинга для найденных комплементарных участков
можно построить отдельное множественное выравнивание, например с помо
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щью программы MUSCLE [382], а также отдельно выровнять оставшиеся части
сегментов и соединить полученные множественные выравнивания с помощью
конкатенации.

Данная формулировка позволяет применить описанный метод к широ
кому кругу задач, связанных с поиском консервативных комплементарных
участков (ККУ), например к поиску интронных структур РНК в окрестностях
сплайс-сайтов или целых интронах, поиску мишеней микроРНК в 3’-НТО и т. д.
Следует также отметить, что он получает на вход наборы ортологичных сегмен
тов нуклеотидных последовательностей, нахождение которых представляет из
себя отдельную нетривиальную задачу. Под сегментами могут пониматься эк
зоны, интроны или их части. Поэтому IRBIS содержит этап препроцессинга
данных. В заранее выбранной кладе выбирается один «эталонный» вид (напри
мер, человек у плацентарных млекопитающих) и в нем производится разбиение
(сегментация) геномной последовательности на интервалы, определяемые гра
ницами аннотированных экзонов, из которых затем отбираются интронные
сегменты. Полногеномные выравнивания, полученные при помощи програм
мы BLASTz [370], позволяют найти (не всегда однозначные) проекции границ
экзонов эталонного вида на другие виды, из которых с помощью стандарт
ной процедуры можно извлечь уникальные и взаимно однозначные проекции,
по которым из соображений синтении определить ортологичные интроны как
имеющие соответствующие границы. Ввиду технического характера этих подго
товительных шагов, в данной диссертации они не рассматриваются. Детальное
описание всех процедур, включая препроцессинг данных, приводится в [113].

3.2.2 Оценка чувствительности и доли ложных предсказаний

По построению описанный метод должен находить комплементарные
𝑘-меры даже в последовательностях, которые невозможно выровнять. Для того,
чтобы это проверить, были сгенерированы 𝑛 = 200 случайных последователь
ностей длины 1000 в 𝑚 = 16 видах, в которые затем через одну были добавлены
комплементарные 𝑘-меры (𝑘 = 8) на независимых равномерно распределенных
позициях (в четные — ω, а в нечетные — ω*). Комплементарность между ни
ми была обнаружена в 100% случаев. Чувствительность можно также оценить
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иначе, генерируя случайные выравнивания последовательностей. Так, с одина
ковыми настройками метод RNAplex [383] идентифицировал почти в три раза
меньше РНК-РНК взаимодействий по сравнению с описанным методом, причем
во всех пропущенных им случаях комплементарные 𝑘-меры не были выровне
ны друг с другом [113].

В применении к интронам белок-кодирующих генов плацентарных млеко
питающих и дрозофилид (𝑛 = 350000 и 60000, соответственно) с порогами на
консервативность 𝑡 = 0.8 и 𝑡 = 0.75, соответственно, без рассмотрения геном
ных повторов и участков низкой сложности, метод IRBIS находит 832 и 632
пары ККУ длины 12 нт или более, если для каждой пары сегментов сообщать
только одну наилучшую структуру.

Оценка специфичности подразумевает знание полного каталога «настоя
щих» РНК-структур для того, чтобы вычислить вероятность ошибки первого
рода, что невозможно. Вместо специфичности можно оценить долю ложных
положительных предсказаний, используя рандомизацию. Для этого была разра
ботана процедура, называемая «пересоединением» (rewiring) и заключающаяся
в рассмотрении химерных транскриптов, состоящих из сегментов, принадлежа
щих разным генам [108]. Реализовать такую процедуру очень просто, поскольку
отношение ℛ, которое при поиске внутримолекулярных структур содержит ин
дексы сегментов, принадлежащих одному и тому же гену, можно случайно
«перемешать», выбирая сегменты из различных генов и контролируя динук
леотидный состав и уровень консервативности последовательностей так, чтобы
они совпадали с характеристиками настоящих транскриптов. В предположении
нулевой гипотезы о том, что транскрипты кодирующих белки генов не образу
ют комплементарных взаимодействий, число предсказаний в таких химерных
транскриптах отражает долю ложных положительных предсказаний. Эта доля
колеблется в пределах от 15% до 30% в зависимости от порога на длину и сте
пени консервативности структуры [113]. Как мы увидим далее в разд. 3.2.5, эта
оценка является крайне пессимистичной, поскольку предположение о том, что
различные мРНК не взаимодействуют друг с другом не исключает того, что
они могут содержать консервативные регуляторные элементы, которые встре
чаются на противоположных цепях ДНК.
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3.2.3 Характеристики интронных структур РНК

В данном разделе кратко описываются характеристики интронных струк
тур РНК у насекомых и млекопитающих, полученные в результате применения
разных вариантов описанного метода к различным множествам интронов. В
первой работе, описывающей дальние взаимодействия в структурах РНК у
дрозофил, требовалось, чтобы комплементарные области располагались в ан
нотированных интронах на расстоянии не более 150 нт от экзонов, но при этом
ограничений на расстояние между комплементарными областями не наклады
валось [107]. В следующей работе, посвященной структурам РНК у дрозофил и
человека, также использовалось интронное окно длины 150 нт, но расположение
структурных элементов по отношению к сплайс-сайтам могло быть любым и не
ограничивалось аннотированными интронами [108]. Наконец, в последней рабо
те ограничений на расстояние от консервативных участков до границы интрона
не накладывалось, но рассматривались все комбинации интронных сегментов с
высоким порогом на консервативность и сообщалась только одна (наилучшая)
структура для каждой пары сегментов [113]. Поэтому сравнивать общее коли
чество найденных этими методами структур не имеет смысла.

Общая тенденция в расположении найденных во всех работах компле
ментарных участков заключается в том, что они расположены неслучайно
по отношению к сплайс-сайтам и событиям АС, причем для некоторых ти
пов событий АС они более характерны, чем для других. У дрозофил (D.
melanogaster) часто наблюдаются структуры, выпетливающие кассетные экзо
ны, а внутри подгруппы альтернативно сплайсируемых интронов наблюдается
обогащение интронами, которые содержат альтернативные акцепторные сай
ты [107]. Также наблюдается обогащение интронами, которые содержат сайты
полиаденилирования (рис. 3.3А,Б). Внутри области поиска (интронное окно
150 нт) комплементарные участки также расположены не случайно, а предпо
читают находиться на расстоянии 60 нт в сторону 3’-конца от донорного сайта
и на расстоянии 80 нт в сторону 5’-конца от акцепторного сайта, избегая пересе
чений с полипиримидиновым трактом и сайтом ветвления (рис. 3.3В). Интроны
дрозофилы имеют среднюю длину около 60 п.н., однако среди интронов со
структурами РНК наблюдается существенное обогащение длинными, и особен
но длинными альтернативными интронами (рис. 3.3Г,Д). Примечательно, что
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Рисунок 3.3 — Характеристики интронных структур РНК у насекомых. (A) Доля альтернативных
интронов и интронов, содержащих события полиаденилирования (полиА) среди интронов с предска
занными структурами по сравнению со всеми интронами. Усики обозначают стандартную ошибку.
(Б) Доля альтернативных интронов со структурой и без структуры в категориях: с альтернативным
5’ss, с альтернативным 3’ss, содержащие кассетные экзоны, удержанные интроны, с альтернативным
3’ss и внутренним сигналом поли(A). (В) Распределение позиций комплементарных участков отно
сительно сайтов сплайсинга. (Г) Длины интронов со структурами по сравнению со всеми интронами.

(Д) Длины интронов со структурами по сравнению со всеми альтернативными интронами.

существенной разницы в свободной энергии между структурами, расположен
ными в альтернативных и конститутивных интронах, не наблюдалось (𝑃 = 0.2).

Тенденции в расположении интронных структур РНК у млекопитающих
(H. sapiens) в целом сходны с таковыми у дрозофил [108]. Если рассматривать
пары комплементарных участков, расположенные в аннотированных интронах
на расстоянии не более 150 нт в сторону 3’-конца от донорного сайта и не более
150 нт в сторону 5’-конца от акцепторного сайта, то в 33% случаев они попа
дают в альтернативно сплайсируемые интроны, в то время как в случайной
выборке эта доля составляет лишь 10% (𝑃 ≃ 0). По отношению ко всем собы
тиям сплайсинга почти все подтипы событий АС в интронах с предсказанными
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Рисунок 3.4 — Распределение сил сайтов сплайсинга (донорных и акцепторных сайтов) в интронах
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сил для всех и альтернативных сайтов сплайсинга. Символ * обозначает статистически значимые

различия на уровне значимости 5%.

структурами РНК наблюдались с более высокой частотой, чем в простой слу
чайной выборке интронов того же объема, однако по сравнению с событиями
АС только альтернативные акцепторные сайты являлись значимо перепредстав
ленной категорией.

Во многих исследованиях сообщалось о влиянии структур РНК на вы
бор слабых сайтов сплайсинга [2]. Для того, чтобы ответить на вопрос о
том, связаны ли предсказанные структуры РНК с сайтами сплайсинга, кото
рые отличаются от других сайтов сплайсинга по своей силе, были вычислены
позиционно-весовые матрицы, которые измеряют степень сходства между по
следовательностью сайта сплайсинга и консенсусом [108]. Оказалось, что
акцепторные сайты, соседствующие с РНК-структурой, в среднем оказались
даже слабее, чем альтернативные акцепторные сайты в целом (рис. 3.4). Та
ким образом, комплементарные интронные последовательности, влияющие на
сплайсинг, преимущественно ассоциированы со слабыми альтернативными ак
цепторными сайтами сплайсинга.
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46 47 48 49 50 51 52 53

Бокс 1 Бокс 2

DST

H.Sap aag gtaat...tgaagaa-gtctGTATGCTGTAAACATcaATAGCATGGGGT-ttgatactctc...tcag ctg
M.Mus aag gtaac...tggaaaa-gtctGTATGCTGTAAACATcaGTAGCATGGAGTG–gatgctctc...tcag ccg
R.Nor aag gtaac...tggaaaa-gtctGTATGCTGTAAACATcaGTAGCATGGAGT–tgatgctgtc...tcag cca
C.Por aag gtaat...tgaa––gt-AGTATGCTGTAAACAtCAATAGCATGGGGT-ttggtcctctc...tcag ctg
O.Cun aag gtaat...tgaagaa-gtctGTATGCTGTAAACATccATAGCATGGGGT-ttgatactctt...tcag ctg
C.Fam aag gtaat...cgaagaa-gtctGTATGCTGTAAACATcaATAGCATGGGGT-ttgatactctt...tcag ctg
F.Cat aag gtaat...cgaacaaggtctGTATGCTGTAAACATcaATAGCATGGGGTttGATA-ctctc...tcag ctg
B.Tau aag gtaat...tgaagaa-gtcCGTATGCTGTAAACATcaATAGCATGGGGgtttgaaactctc...tcag ctg
E.Cab aag gtaat...tgaagga-gtcTGTATGCTGTAAACATcaATAGCATGGGGT-ttgatactctc...tcag ctg
S.Sus aag gtaac...tgagaag-gtctGTATGCTGTAAACATc-ATAGCATGGGGT-ctgaacctctc...tcag ctg
O.Avi aag gtaat...taaagaa-gtcCGTATGCTGTAAACATcaATAGCATGGGGgtttgaaactctc...tcag ctg
L.Afr aag gtaat...aaaaaaaagcctGTATGCTGTAAACATGAgTAGCATGGGGT–tgatactctc...tcag ctg

*** **** * *************** ******** * ** **** *

aag gtt...ctcagtttgt––ACCCTAcTGCTATcATGTTTACAGCATAC-t-tataaaagctt...ttag att
aag gtt...cttagtttg––CACTCCgATGCTACcATGTTTACAGCATAC-t-caaaaagcttt...ttag gtt
aag gtt...ctctgtttgc––ACTCCaGTGCTATcATGTTTACAGCATAC-t-caaaaaagctt...ttag gtt
aag gtt...ctcagtctgt––GCTCCAcTGCTATTGTGTTTACAGCATACT–ta–aatgctt...ttag act
aag gtt...ctcagtttgt––ACCCCATtGCTATcATGTTTACAGCATAC-t-tatcaaagctg...ttag att
aag gtt...ctcaatatgt––ACCCCAcTGCTATcATGTTTACAGCATAC-t-ctgaaag-ctt...ttag att
aag gtt...ctcaat–-tTGTTACCCCAcTGCTATcATGTTTACAGCATAC-t-cagaaaatctt...ttag atc
aag gtc...ctcagtgtaca––CCCCAcTGCTATcGTGTTTACAGCATACG–tagggacgctt...tcag ctg
aag gtt...ctgagtttgt––ACCCCAcTGCTATcGTGTTTACAGCATACAtaggaaaaagctt...ttag att
aag gtc...gccagcgtgc––ACCCCAcTGCTATcATGTTTACAGCATAC-t-tggggaagcct...tcag gtg
aat tct...ctcagtgtgca––CCCCAcTGCTATcGTGTTTACAGCATACG–tagggacgctt...tcag ctg
aag gtt...ctgtatttgt––ACCCCAcTGCTATCATGTTTACAGCATAC-t-tgtaaaagctt...ttag att
** * * ***** ************** * * **

660 нт 400 нт 8000 нт 1000 нт 100 нт

1

Рисунок 3.5 — Предсказанная структура РНК, регулирующая АС в гене DST. Верхняя панель:
фрагмент человеческого гена DST (дистонин) длиной 9567 нт. Экзоны 47–52 либо одновременно
включаются, либо одновременно исключаются. Две комплементарные последовательности (бокс 1
и бокс 2, серые прямоугольники) расположены в интронах между экзонами 46–47 и 52–53. Нижняя
панель: фрагмент множественного выравнивания последовательностей интронов, содержащих боксы

1 и 2. Сокращения в названиях видов как в [373].

3.2.4 Пример внутримолекулярной структуры РНК в гене DST

Ген дистонина млекопитающих (DST, BPAG1, буллезный пемфигоидный
антиген) принадлежит к семейству плакинов и участвует в развитии буллезного
пемфигоида Левера — хронического воспалительного аутоиммунного заболе
вания кожи [384]. Известны несколько сплайс-изоформ этого гена, включая
изоформы, кодирующие повторы плектинового типа (PTR) и повторы спектри
нового типа (STR) [385]. В частности, экзоны 47–52, кодирующие группу PTR,
либо включаются в транскрипт, либо пропускаются, за исключением экзона 51,
который может пропускаться независимо (рис. 3.5). Моделирование трехмер
ной структуры показало, что белок с гибридными типами повторов, который
образуется в результате пропуска экзонов 47–52 может существенно отличать
ся по своим свойствам от белка, который образуется в случае, если эти экзоны
включаются [386]. Кроме того, сплайсинг кластера экзонов 47–52 происходит
по-разному в разных тканях и на разных стадиях развития. Представляется
вероятным, что молекулярный механизм, управляющий включением этого кла
стера экзонов, с бóльшей вероятностью регулирует вырезание одного длинного
интрона, чем вырезание семи более коротких последовательных интронов.

Согласно предсказаниям, интрон между экзонами 46–47 и интрон между
экзонами 52–53 содержат пару ККУ, бокс 1 и бокс 2, которые обнаружива
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ются у большинства плацентарных млекопитающих (рис. 3.5). Учитывая, что
комплементарные последовательности консервативны почти на 100%, а осталь
ная часть интронной последовательности — нет, то логично предположить, что
пропуск кластера опосредован структурой РНК, которая выпетливает экзоны
47–52, когда комплементарные последовательности спарены. Примечательно
то, что эволюционная консервативность резко обрывается на границах компле
ментарных участков, что указывает на положительный отбор, действующий
на эти последовательности, несмотря на разделяющее их расстояние около
10000 нт. Однако следует отметить, что отсутствие компенсаторных замен не
доказывает и не опровергает наличия положительного отбора на поддержание
комплементарности между ними.

3.2.5 Пример ложноположительного предсказания

Описанный метод можно применить не только для поиска внутримолеку
лярных комплементарных участков, но также и предсказания межмолекуляр
ных РНК-РНК взаимодействий, например мишеней мякРНК. Хотя основная
функция мякРНК заключается в проведении химических модификаций других
РНК, некоторые из них или их фрагменты могут регулировать сплайсинг или
трансляцию [387—389]. Так, мякРНК HBII-52 содержит последовательность,
которая комплементарна мРНК гена серотонинового рецептора (HT2CR) и вли
яет на альтернативный сплайсинг в этом гене, ассоциированном с синдромом
Прадера-Вилли [390]. Для поиска потенциальных мишеней мякРНК необходи
мо определить отношение ℛ как 𝐴×𝐵, где 𝐴 — набор сегментов мякРНК, а
𝐵 — набор интронных сегментов пре-мРНК. Аналогично, для поиска потенци
альных мишеней длинных некодирующих РНК в качестве множества 𝐴 можно
использовать их сегменты.

Действительно, число пар ККУ между сегментами мякРНК и мРНК в
среднем на 20% выше, чем в соответствующем контрольном множестве, что
позволяет предположить, что мякРНК способны комплементарно взаимодей
ствовать с интронами белоккодирующих генов [113]. Аналогично, сегменты
длинных некодирующих РНК имеют на 30% больше комплементарных мишеней
в мРНК на кодирующей цепи по сравнению с противоположной цепью. Даже
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после удаления аннотированных мякРНК из набора длинных некодирующих
РНК, на кодирующей цепи мРНК оставалось на 21% больше комплементарных
мишеней, чем на противоположной. При этом если выбирать непересекающиеся
множества 𝐴 и 𝐵 из интронных сегментов кодирующих генов, то на кодирую
щей цепи находится только на 3–7% больше комплементарных мишеней, чем
на некодирующей. Таким образом, можно предположить, что мякРНК и длин
ные некодирующие РНК в целом способны комплементарно взаимодействовать
с мРНК и оказывать влияние на АС.

Однако следующий пример показывает, что это может быть не со
всем так. А именно, длинная некодирующая РНК RP11-439A17.4 содержит
консервативную последовательность, комплементарную консервативным после
довательностям на 3’-концах более чем 20 генов гистонов млекопитающих
(рис. 3.6). При этом последовательности боксов 1 и 2 содержат сайт связывания
транскрипционного фактора MEF-2A (миоцитарно-специфический энхансер
ный фактор 2А), а длинная некодирующая РНК RP11-439A17.4 находится
в антисмысловой ориентации по отношению к соседнему гену HIST2H2BA.
Поэтому последовательность бокса 1 в RP11-439A17.4, вероятно, является регу
ляторным элементом транскрипции, который встречается на противоположных
цепях ДНК, т.е., консервативная комплементарность в этом случае не отража
ет РНК-РНК взаимодействий.

Данное наблюдение показывает, что часть ложноположительных предска
заний внутримолекулярной структуры РНК может быть отнесена к мотивам,
которые встречаются на противоположных цепях ДНК и находятся под эволю
ционным отбором по причинам, не связанным с комплементарностью. Более
того, в них могут встречаться кажущиеся компенсаторные замены, если, на
пример, сайт связывания транскрипционного фактора эволюционирует вместе
с самим фактором, а на противоположных цепях это выглядит как поддержание
вторичной структуры РНК. Такие консервативные элементы в последователь
ности ДНК в принципе неотличимы от консервативных комплементарных
участков в РНК, что принципиально ограничивает предсказательные возмож
ности всех основанных на сравнительной геномике методов.
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RP11-439A17 HIST3H2A HIST3H2BB HIST3H3

HIST1H2AA HIST1H2AB HIST1H2AK HIST1H2AM HIST1H2BA HIST1H2BB HIST1H2BG HIST1H2BH HIST1H2BL HIST1H2BM HIST1H2BO

HIST1H1A HIST1H1C HIST1H1D HIST1H1E HIST1H1T HIST1H1B HIST1H3C HIST1H3J

Бокс 1 Бокс 2

H.Sap ctcttgatgaaaacggca-GTGGCTCTGAAAAGAtCCTTTagatcgaccac...atggcgcacag gttc...
R.Mac ctcttgatgaaaacggca-GTGGCTCTGAAAAGAGCCTTTagatcgaccac...atggcgcacag gttc...
P.Tro ctcttgatgaaaacggca-GTGGCTCTGAAAAGAaCCTTTaggtcgaccac...atggcgcacag gttc...
P.Abe ctcttgatgaaaacggca-GTGGCTCTGAAAAGAGCCTTTagatcgaccac...atggcgcacag gttc...
C.Jac ctcttgatgaaaacggaa-GTGGCTCTAAAAaGAGCCTTTagatccaccac...atggcgcacag gttc...
M.Mus ctttcatcgacaacgta-GGTGGCTCTGAAAAGAGCCTTTGtgggggatgg...atggcgcacag gttg...
R.Nor ctcttattgataacgta-GGTGGCTCTGAAAAGAGCCTTTGTTGGGatgaa...atggcgcacag gttg...
O.Cun ctctcagcgacaacgtg-GGTGGCTCTGAAAAGAGCCTTTaggttgactgc...atggcgcacag gttc...
C.Fam ctcctcgtgaaatca-TGGGTGGCTCTGAAAAGAGCCTTTaggtggccttc...atggcgcacag gttg...
F.Cat ctcctcgtgaaaaca-TGGGTGGCTCTGAAAAGAGCCgttaggtggtccac...atagcgcacag gttc...
B.Tau ctttcaagtgtagtcgTGGGTGGCTCTGAAAAGAGCCTTTGGatttgatgg...atggcgcacag gttc...
E.Cab cttttcatgcaaaca-TGGGTGGCTCTAAAAaGAGCCTTTagatcgcctgc...atggcgcacag gttg...
S.Sus ctccttttgaaaaggtga-GTGGCTCTGAAAAGAGCCTTTaagatagtcta...atggcacacag gttc...
O.Avi ctttttaagaaaac-gTGGGTGGCTCTGAAAAGAGCCTTTagatcgtctgg...atggcgcacag gttc...
L.Afr ttttcgaatgctgttgTGGGTGGCTCTGAAAAGAGCCTTTGGatgagatgg...atggcgcacag gttc...

* ******** ****** ** ** ** ***** ***

cgttt ctgtttggagag...ttcctcggcgtcctgaacccAAAGGcTCTTTTCAGAGCCACcca cacga
gcgtt tt-tttggagag...tttcccggcgtcctgaacccAAAGGCTCTTTTCAGAGCCACcca cacga
cgttt ctgtttggagag...ttccccggcgtcctgaacccAAAGGcTCTTTTCAGAGCCACcca cacga
cgttt ctgtttggagag...cgtcccggcgccccgaacccAAAGGCTCTTTTCAGAGCCACcca cacga
ctttt ctgtttggagag...cgccccggcgccccgaacccAAAGGCTCTTTTcAGAGCCACcca caaga
cgttt ccgtagtacaac...gcgagggtgccctcaatt-CAAAGGCTCTTTTCAGAGCCACCca tacag
ccggt ttctccagtgca...gcgagggtgcc-CTCAATtcAAAGGCTCTTTTCAGAGCCACCca tacag
tgagt ctgttttagtct...gcgccgccgcccctcaccccAAAGGCTCTTTTCAGAGCCACCaa ctctt
tcttt ttgtttggagag...caccggccaccccggaacacAAAGGCTCTTTTCAGAGCCACCCA cacga
tcttt ttgtttggagag...aaccgggcgccctggaacccaaaGGCTCTTTTCAGAGCCACCCA cataa
ttttt ttctacccgaag...acctcggtgcccggaaacCCAAAGGCTCTTTTCAGAGCCACTCA caaga
ttttt ttagttagagag...cgccgcgcgccccggaacccAAAGGCTCTTTTcAGAGCCACCCA cacga
tgtgt gtgtgtgtgtgt...gccgaggcgcccgggaacccAAAGGCTCTTTTCAGAGCCACcca caaga
ttttt ttctatctgaag...acctcggtgcccggaaacccAAAGGCTCTTTTCAGAGCCACTCA caaga
ttttt ttgtttggagag...gcagccgcgcaacagaacCCAAAGGCTCTTTTCAGAGCCACCCA catga

* * * ********************** *

1

Рисунок 3.6 — Ложное предсказание комплементарного взаимодействия между длинной некодирую
щей РНК RP11-439A17.4 и генами гистонов млекопитающих. Первый экзон RP11-439A17.4 (слева
внизу) содержит консервативную последовательность (бокс 1), которая комплементарна последо
вательности в гене HIST3H2BB (бокс 2), а также другим последовательностям в 3’-области как
минимум 22 генов гистонов млекопитающих. Некоторые из этих последовательностей, а также бокс
1 содержат сайт связывания фактора MEF-2A, что указывает на случайную комплементарность
транскрипционных регуляторных элементов, расположенных на противоположных цепях ДНК.
Аннотированные (предсказанные) сайты связывания MEF-2A обозначены маленькими серыми (бе

лыми) прямоугольниками.

3.3 Сначала выравнивание, потом фолдинг

Из результатов применения подхода «сначала фолдинг, потом выравни
вание» (разд. 3.2) становится ясно, что комплементарные последовательности
часто располагаются в консервативных интронных участках, которые могут
быть заранее найдены в множественном выравнивании, и поэтому решать од
новременно задачу множественного выравнивания и предсказания комплемен
тарности не приходится [391]. Для реализации подхода «сначала выравнивание,
потом фолдинг» был разработан метод PREPH (PREdiction of PanHandles) для
предсказания консервативных комплементарных участков в геномах млекопи
тающих [23].
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3.3.1 Описание и оценка производительности метода PREPH

Суть метода PREPH состоит в том, чтобы предсказывать гибридиза
цию между консервативными интронными участками белок-кодирующих генов,
в которых нет отбора на аминокислотную последовательность, рассматри
вая все возможные комбинации таких участков, находящихся друг от друга
на расстоянии не более заданного. Ограничений на псевдоузлы в нем нет,
поскольку внутримолекулярная структура рассматривается как РНК-РНК вза
имодействия между консервативными участками. Имея пару консервативных
последовательностей и заранее сосчитав таблицу энергий гибридизации всех
возможных пар 𝑘-меров (по умолчанию 𝑘 = 5), можно эффективно предсказать
комплементарные последовательности с небольшими внутренними петлями и
небольшим числом G:U пар, не имеющие «рыхлых» коротких спиралей. Таким
образом, метод заимствует некоторые идеи у IRBIS и может рассматривать
ся как разреженная реализация алгоритма Смита-Уотермана для локального
выравнивания последовательностей [392] со специальными улучшениями, на
правленными на поиск комплементарности 𝑘-меров.

В PREPH целевая функция свободной энергии состоит из аддитивных
энергетических вкладов лишь небольшого числа структурных элементов, а
именно стекинга комплементарных пар оснований, коротких (не более 2 нт)
выпячиваний и внутренних петель. На предварительном этапе вычисляют
ся энергии гибридизации всех возможных пар идеально комплементарных
𝑘-меров с использованием таблиц энергий стекинга [312]. В полученную матри
цу размера 4𝑘 × 4𝑘, элементами которой являются энергии гибридизации пары
𝑘-меров, при помощи дополнительного вычисления можно добавить энергии
гибридизации для структур с небольшим числом G:U пар, а значения энергий
гибридизации остальных пар 𝑘-меров положить равными +∞. Вычислительная
эффективность метода достигается именно за счет этого шага, который выпол
няется только один раз и может быть использован для многих пар входных
последовательностей с одним и тем же 𝑘.

На следующем этапе, получая на вход две последовательности длины
𝑛 и 𝑚, соответственно, алгоритм заполняет разреженную матрицу размера
(𝑛− 𝑘 + 1) × (𝑚− 𝑘 + 1), которая содержит энергии взаимодействия 𝑘-меров,
расположенных в соответствующих местах последовательности, с помощью
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найденной на предварительном этапе матрицы энергий. Затем реализуется
алгоритм динамического программирования, в котором структура для пары
позиций либо дополняется комплементарным спариванием, либо рассматрива
ются выпетливания не более двух нуклеотидов и внутренние петли размера не
более чем 2 × 2 в каждой из последовательностей, или же структура начинает
ся заново со спаривания двух комплементарных 𝑘-меров (всего 10 различных
вариантов). На последнем, четвертом этапе выполняется обратный проход для
идентификации непересекающихся структур. Две структуры называются непе
ресекающимися, если комплементарные участки обеих последовательностей
одной структуры не имеют общих нуклеотидов с комплементарными участ
ками обеих последовательностей второй структуры, но при этом допускается
наличие пересекающихся участков только в одной из двух последовательностей.
Оптимальная структура соответствует минимальному значению в матрице ди
намического программирования, а также ей сопоставлен прямоугольник (путь)
в матрице. Для получения субоптимальных структур алгоритм исключает из
рассмотрения прямоугольник, соответствующий уже найденному оптимально
му выравниванию, ищет новую минимальную энергию и проверяет, пересекает
ли соответствующий ей прямоугольник оптимальное выравнивание. Если это
не так, то структура сообщается и процесс повторяется до тех пор, пока (отри
цательная) оптимальная энергия не станет выше заданного порога.

Разработанный метод был валидирован на тестовом наборе последователь
ностей, содержащих комплементарные участки в 50% длины, против других
известных методов, таких как IntaRNA [393], RNAplex [383], и RIsearch [325].
Оценка доли 𝑝 совпадающих пар оснований показала, что PREPH в целом
верно определяет гибридизацию по сравнению с результатами IntaRNA (𝑝 =

0.33± 0.13) и RNAplex (p=0.29± 0.12), но не с RIsearch (𝑝 = 0). Оказалось, что
предсказания RIsearch, несмотря на высокую вычислительную эффективность
этого метода, практически не пересекаются ни с результатами IntaRNA, ни с
предсказаниями RNAplex, вследствие чего он были исключен из дальнейшего
рассмотрения. То, что PREPH находит не все спаривания объясняется зало
женной в нем моделью, а именно тем, что предсказываются лишь длинные,
почти идеально комплементарные спаривания. С другой стороны, время рабо
ты PREPH на тестовом наборе последовательностей составляло 2.3 сек против
76 сек для RNAplex и свыше 90 сек для RNAcofold и IntaRNA. Таким образом,
PREPH превосходит существующие методы по вычислительной эффективно
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сти и предсказывает оптимальную структуру РНК в последовательностях,
содержащих длинные комплементарные участки, в целом не противоречащую
предсказаниям более сложных, но медленных программ.

3.3.2 Консервативные комплементарные участки (ККУ)

В отличие от предыдущего метода, PREPH получает на вход не пар
ные, а построенные заранее множественные полногеномные выравнивания,
из которых вырезаются блоки, соответствующие заранее известному множе
ству консервативных фрагментов. Чтобы получить это множество, в геноме
человека рассматривались участки нуклеотидных последовательностей белок
кодирующих генов за исключением конститутивных и альтернативных экзонов,
повторов, некодирующих генов, находящихся в интронах, и других областей,
находящихся под не связанным со структурой РНК отбором (рис. 3.7A). По
лученные интронные фрагменты расширялись на 10 нт во фланкирующие
экзоны для того, чтобы находить комплементарные участки, перекрывающи
еся с сайтами сплайсинга. Полученный набор интронных фрагментов был
пересечен с треком phastConsElements геномного браузера Калифорнийского
университета в Санта-Крус (UCSC) [394], который содержит координаты высо
коконсервативных участков в полногеномных выравниваниях 100 позвоночных
(основные виды P. troglodytes, M. musculus, S. scrofa, G. Gallus, X. tropicalis,
D. rerio; самые короткие и самые длинные филогенетические расстояния 0.01
и 2.40, соответственно). В результате был получен набор из 1931116 коротких
фрагментов со средней длиной 17 нт, которые далее будут называться консер
вативными интронными фрагментами (КИФ).

Пары консервативных комплементарных участков (ККУ) были идентифи
цированы во всех парных комбинациях КИФ, расположенных в не более чем
𝐿 нт друг от друга и принадлежащих одному и тому же гену, с использованием
описанного метода PREPH (рис. 3.7Б). При поиске последовательностей дли
ной не менее 10 нт со свободной энергией гибридизации ∆𝐺 ⩽ −15 ккал/моль,
минимальной длиной спирали 𝑘 = 5 и предельным расстоянием 𝐿 = 10000

между КИФ были найдены 916360 пар ККУ, в среднем 75 пар ККУ на ген и
не более 295 пар ККУ в 95% генов. Средняя свободная энергия гибридизации
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статистически значимые различия на уровне значимости 0.1%.
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(∆𝐺) и средняя длина ККУ составляли -17.2 ккал/моль и 13 нт соответствен
но, причем распределение частот ожидаемо убывало при увеличении длины
и стабильности структуры. Более длинные структуры имели более высокие
абсолютные значения ∆𝐺; однако энергия и длина были не прямо пропорци
ональны, а соотношение между ними зависело от GC состава. В дальнейшем
пары ККУ подразделяются на четыре группы по энергии: группа I от −15 до
−20 ккал/моль, группа II от −20 до −25 ккал/моль, группа III от −25 до
−30 ккал/моль и группа IV ниже −30 ккал/моль, которые представлены еди
ной цветовой схемой1 (рис. 3.7В). Примечательно, что регулирующие сплайсинг
дальние взаимодействия в интронной структуре РНК гена PLP1/DM20, а так
же РНК-мост в гене ENAH были отнесены к группе I (∆𝐺 = −15.8 и −19.4

ккал/моль, соответственно), что указывает на то, что менее стабильные струк
туры не менее функциональны или менее интересны, чем другие.

Расстояние между двумя ККУ в паре, называемое разбросом, имеет ча
стотное распределение, которое достигает максимума на коротких расстояниях
и убывает до некоторого предельного значения, совпадающего с предельным
значением для попарных расстояний между КИФ. Для оценки относительного
положения пар ККУ внутри гена использовалась метрика 𝑝, которая изме
няется от 0% для ККУ, расположенных в 5’-конце гена, до 100% для ККУ,
расположенных в 3’-конце гена. Распределение 𝑝 также неравномерно и имеет
две выраженные моды на 5’- и 3’-конце (рис. 3.7Г), что, очевидно, объясняется
большей плотностью КИФ в начале и в конце гена.

3.3.3 Эволюционные подписи в ККУ

Для исследования компенсаторных мутаций к фрагментам множествен
ных выравниваний, которые вырезаются ККУ из множественного выравни
вания геномов ста позвоночных, применялась программа R-scape, которая
оценивает независимое возникновение комплементарных замен на разных вет
вях филогенетического дерева [12]. Отклонение от нулевой гипотезы о том,
что парные ковариации в паре ККУ не обусловлены отбором на структуру

1Цветовую схему можно условно назвать шкалой зрелости яблок: от зеленого (совсем незрелые)
до красного (уже созрели).
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РНК, оценивалось как произведение 𝐸-значений, сообщаемых R-scape для всех
спаренных оснований в структуре с использованием поправки Бенджамини
Хохберга. Из 909146 пар ККУ, для которых вычисление 𝐸-значений было
возможно, только 3204 имели 𝐸-значение менее 5%, причем они оказались
в среднем более стабильными и имеющими меньший разброс, чем остальные
(рис. 3.7Е). В некоторых случаях структурное выравнивание поддерживалось
ковариациями, как, например, выскоэнергетическое (∆𝐺 = −31 ккал/моль)
взаимодействие, охватывающее 700 нт в первом интроне гена PIGL (рис. 3.7Д).
Однако 𝐸-значения многих известных из литературы структур были близки
к единице, что еще раз подтверждает то, что вариабельность нуклеотидных
последовательностей ККУ в большинстве случаев недостаточна для оценки ста
тистической значимости по компенсаторным заменам.

3.3.4 Оценка доли ложноположительных предсказаний

Нуклеотиды, принадлежащие ККУ, теоретически должны находиться в
спаренном состоянии. Склонность отдельных нуклеотидов к спариванию мож
но оценить путем измерения показателя реактивности с помощью метода
icSHAPE [395]. Оказалось, что средняя реактивность нуклеотидов в составе
ККУ значительно ниже по сравнению с реактивностью нуклеотидов в контроль
ном наборе расположенных рядом с ККУ участков (𝑃 < 10−60), а разность
реактивностей ожидаемо возрастает по абсолютной величине с увеличением
свободной энергии структуры (рис. 3.8А).

Поскольку показатели реактивности icSHAPE можно было вычислить
только для 4551 пар ККУ, что составляет 0.5% от полного набора ККУ,
представляется логичным оценить поддержку ККУ в других наборах экс
периментальных данных. А именно, были исследованы взаимодействующие
пары оснований в экспериментальных данных псораленового анализа вза
имодействий и структур РНК (PARIS) [102] (𝑛 = 15036), лигирования
взаимодействующих РНК с последующим высокопроизводительным секвени
рованием (LIGR-seq) [103] (𝑛 = 551926) и конформационного секвенирования
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леотидов в участках, соседних с ККУ, в энергетических группах I–IV (цвета, как на рис. 3.7Б).
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(в центре) и количества общих пар оснований среди общих нуклеотидов (справа) для предсказаний
PREPH и IRBIS. (В) Оценка частоты ложноположительных результатов (FDR) путем пересоедине
ния, то есть создания контрольного набора, состоящего из химерных КИФ, выбранных из разных
генов. (Г) FDR как функция от энергии Δ𝐺 (вверху слева), максимального расстояния между
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доверительные интервалы, полученные с помощью локально оцененной регрессии сглаживания диа

грамм рассеяния (LOESS).

РНК in situ2 (RIC-seq) [21] (𝑛 = 501144). Если рассматривать внутримолеку
лярные взаимодействия внутри КИФ на расстоянии не более 10000 нт друг от
друга, а также ограничиться множеством пар ККУ, которые пересекаются с
экспериментальными данными, то наилучшие значения точности (𝑃 , precision)
и полноты (𝑅, recall), а также наилучшее значение условной вероятности π

правильного предсказания взаимодействующего партнера ККУ при условии,
что второй ККУ предсказан правильно, достигалось по сравнению с методом
RIC-seq (табл. 2). Также было обнаружено, что свободная энергия пар ККУ,
поддерживаемых RIC-seq и PARIS, в среднем на 1.2 ккал/моль ниже, чем у
пар ККУ без экспериментальной поддержки (𝑃 < 10−19).

2В 2020 году эти данные были любезно предоставлены проф. Юаньчао Сюэ и проф. Чанчан
Цао в виде списка кластеров химерных чтений для внутримолекулярных взаимодействий. К более
детальному анализу этих данных мы вернемся в разд. 4.1.



83

RIC-seq, 𝑛 = 1,804 LIGR-seq, 𝑛 = 586 PARIS, 𝑛 = 907

Δ𝐺 PREPH 𝑃,% 𝑅,% π,% PREPH 𝑃,% 𝑅,% π,% PREPH 𝑃,% 𝑅,% π,%

-15 1611 42 53 43 362 54 49 56 5901 50 60 51
-20 364 66 26 67 88 57 17 58 1725 60 33 60
-25 84 86 9 86 21 48 3 48 545 65 14 65
-30 23 91 3 91 5 40 1 40 160 72 6 73

Таблица 2 — Точность (𝑃 ) и полнота (𝑅) по сравнению с RIC-seq, LIGR-seq, и PARIS при
различных ограничениях на ∆𝐺. π — условная вероятность правильного предсказания взаи
модействующего партнера ККУ при условии, что другой ККУ в паре предсказан правильно.
В столбце «PREPH» показано количество пар ККУ, удовлетворяющих критериям сравнения;
𝑛 обозначает количество структур в каждом эксперименте.

Затем набор предсказанных пар ККУ был сопоставлен со списком ККУ,
полученным ранее при помощи метода IRBIS (разд. 3.2). Пересечение предсказа
ний двух методов было значительно бóльшим, чем предсказания только одного
IRBIS как с точки зрения числа нуклеотидов, так и числа спаренных оснований
(рис. 3.8Б). Иными словами, PREPH значительно расширяет предсказательные
возможности по сравнению с IRBIS. С другой стороны, свободная энергия пар
ККУ, предсказанных IRBIS, была в среднем на 2.7 ккал/моль ниже, чем у
пар ККУ, предсказанных только PREPH (𝑃 < 10−30), что, вероятно связано с
тем, что PREPH допускает короткие внутренние петли и боковые выпетлива
ния. Небольшая часть предсказаний IRBIS отсутствует в списке предсказаний
PREPH из-за ограничения на консервативность, но без этого ограничения он
был бы нереалистичным с вычислительной точки зрения.

Как было показано в разд. 3.2.2, долю ложноположительных предсказа
ний можно оценить используя логику «пересоединения» и применяя тот же
метод, который использовался для предсказания пар ККУ, к контрольному на
бору последовательностей, которые не образуют комплементарных спариваний.
Для этого PREPH был применен к химерным последовательностям КИФ, ко
торые были выбраны случайным образом из разных генов, но при этом имели
такую же длину и динуклеотидный состав, как и исходные КИФ (рис. 3.8В). До
ля ложноположительных предсказаний, определяемая как число предсказаний
для контрольного множества по отношению к числу настоящих предсказаний,
зависит от энергии структуры, разброса, GC состава и 𝐸-значения, а также
варьируется от 10% в самых строгих до более 50% в наиболее расслабленных
условиях (рис. 3.8Г). Как и ожидалось, она падает с увеличением энергии, GC
состава, а также с уменьшением разброса и 𝐸-значения.
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3.3.5 Полиморфизмы и компенсаторные мутации в ККУ

Мутации обычно снижают стабильность вторичной структуры РНК, а
некоторые из них находятся под эволюционным отбором из-за их влияния
на термодинамическую стабильность пре-мРНК [396]. Оценка влияния поли
морфизмов в человеческой популяции из проекта 1000 Геномов [397] на ККУ
показывает, что полиморфизмы зародышевой линии значимо недопредставлены
в ККУ (𝑃 < 0.01). Затем для каждого полиморфизма, возникающего в ККУ,
было рассчитано вызванное им изменение свободной энергии в сравнении с из
менением, которое наблюдалось бы, если бы та же самая мутация произошла в
другой позиции того же ККУ. Оказалось, что полиморфизмы дестабилизируют
структуру РНК меньше, чем можно было бы ожидать по случайным причинам
(𝑃 < 0.001), что позволяет заключить, что они имеют тенденцию минимизиро
вать свое дестабилизирующее воздействие на структуру РНК.

Компенсаторные мутации могут возникать в человеческой популяции, но
их частота очень мала. Для оценки частоты компенсаторных замен были ото
браны ККУ, содержащие полиморфизмы с аллельной частотой 1% и выше. Из
64074 пар оснований в ККУ, в которые попали полиморфизмы, только в 12 были
обнаружены компенсаторные замены, но в контрольном наборе химерных ККУ
в среднем наблюдалось только 0.06±0.02 случаев. Плотность компенсаторных
замен, нормированная на количество пар оснований с мутациями, составила
0.019% для предсказанных спариваний и (9.0±7.3) ·10−5% для рандомизирован
ных наборов, из чего можно сделать вывод о том, что компенсаторные мутации
в ККУ крайне редки в человеческой популяции, но тем не менее демонстриру
ют некоторое обогащение в ККУ.

3.3.6 Взаимосвязь между ККУ и цис-регуляторными элементами
АС

Как отмечалось ранее, взаимодействующие на больших расстояниях
комплементарные участки расположены неслучайно относительно сигналов
сплайсинга. Для повторного исследования этого вопроса применительно к
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парам ККУ, предсказанным PREPH, можно использовать следующую класси
фикацию (рис. 3.9А). Если пара ККУ пересекает интрон, то она может быть
расположена либо полностью внутри интрона («внутри»), либо интрон может
быть полностью расположен внутри ККУ («снаружи»), либо два интервала мо
гут пересекаться («узел»). Предпочтение этих категорий измеряется метрикой
обогащения (𝐹𝐶), определяемой как количество пар ККУ в данной категории
по отношению к числу некоторых контрольных интервалов (𝐹𝐶 = 1 в отсут
ствие перепредставленности и недопредставленности).

Выбирать контрольные интервалы можно несколькими способами. В пер
вом способе, называемом «случайным сдвигом», каждая пара ККУ случайным
образом смещается внутри гена. Полученный таким образом контрольный ин
тервал имеет такой же разброс, что и исходный, принадлежит тому же гену, но
расположен в другой его части. Во втором способе, называемом «случайным
геном», для каждой пары ККУ случайно выбирается ген той же длины, что и
исходный, и в нем выбирается интервал с таким же разбросом и относительным
расположением относительно границ гена. Полученный контрольный интервал
имеет такой же разброс, что и исходный, расположен в том же месте, что и
исходная пара ККУ, но в другом гене.

По сравнению со случайными сдвигами, пары предсказанных ККУ демон
стрируют перепредставленность в категории «внутри» и недопредставленность
в категориях «снаружи» и «узел» (рис. 3.9Б). Такие же закономерности обнару
живаются при выборе случайного гена, что исключает возможность того, что
преимущественное расположение пар ККУ внутри интронов происходит из-за
неравномерного распределения более длинных интронов вдоль гена (рис. 3.7Г).
Аналогично, сравнение с набором аннотированных экзонов выявило недопред
ставленность пар ККУ, выпетливающих экзоны, которая усиливается по мере
увеличения стабильности структуры (рис. 3.9В). Средний уровень включения
выпетливаемых экзонов в клеточной линии HepG2 ниже, чем у экзонов, не
окруженных ККУ, причем это различие также усиливается по мере увеличения
энергии структуры (рис. 3.9Г). Эти наблюдения еще раз подтверждают то, что
большинство включаемых в мРНК экзонов избегает выпетливания структурой
РНК. Представленность структур РНК снижается с увеличением расстояния
до границы интрона во всех четырех энергетических группах, однако менее
стабильные структуры чаще встречаются в окнах, прилегающих к сайтам сплай
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синга, тогда как более стабильные структуры предпочитают занимать более
удаленные позиции (рис. 3.9Д).

Для того, чтобы выяснить, как пары ККУ расположены по отношению
к сплайс-сайтам, были найдены интронные мотивы, похожие на консенсус
ные последовательности 5’ss и 3’ss (криптические сайты сплайсинга), а также
идентифицированы сайты сплайсинга в экспрессируемых транскриптах по дан
ным секвенирования РНК (РНК-сек) из проекта Genotype Tissue Expression
Project (GTEx) [356]. Оказалось, что ККУ, пересекающиеся с активными (т.е.,
принадлежащими высокоэкспрессирущимся транскриптам) сайтами сплайсин
га, недопредставлены, а пересекающиеся с неактивными сайтами сплайсинга
— перепредставлены (рис. 3.10А). С другой стороны, ККУ, пересекающиеся
с криптическими сайтами сплайсинга, также перепредставлены во всех энер
гетических группах за исключением высокостабильных структур, которые,
вероятно, не содержат сплайс-сайтов из-за высокого GC состава. Вторичная
структура РНК также задействована в так называемом обратном сплайсинге
(back-splicing), который приводит к образованию кольцевых РНК [398]. Сравне
ние с базой данных тканеспецифичных кольцевых РНК [399] выявило картину,
противоположную таковой для обычных интронов (рис. 3.10Б), а именно пере
представленность в категории «снаружи» и недопредставленность в категориях
«внутри», что подтверждает гипотезу о том, что образованию кольцевых РНК
способствуют выпетливания, образуемые стабильными двухцепочечными участ
ками [398].

Широко распространенной формой посттранскрипционной модификации
РНК является ферментативное превращение аденозиновых нуклеозидов в ино
зин, процесс, называемый 𝐴→𝐼 редактированием, который катализируется
аденозиндезаминазами из семейства белков ADAR [400; 401]. Поскольку суб
стратами ADAR являются двухцепочечные РНК, представляется интересным
оценить, не обогащены ли ККУ сайтами редактирования РНК (рис. 3.10В). По
мере увеличения свободной энергии структуры наблюдается увеличивающее
ся обогащение сайтами редактирования РНК, аннотированными в базе данных
RADAR [402], в ККУ по сравнению с КИФ, не участвующими в дальних ком
плементарных взаимодействиях (отношение шансов 𝑂𝑅 = 2.1 ± 0.2). Следует
отметить, что для пар ККУ с ∆𝐺 ⩽ −30 ккал/моль отношение шансов значи
тельно увеличивается до 2.1 ± 0.2, что подтверждает предыдущие наблюдения
о том, что мишенями ADAR являются именно длинные двухцепочечные РНК.
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Эти результаты согласуются друг с другом для сайтов из баз данных RADAR
и REDIportal [402; 403] и могут рассматриваться как дополнительное подтвер
ждение двухцепочечности предсказанных ККУ.

3.3.7 Взаимосвязь между ККУ и концевым процессингом РНК

Структура РНК играет важную роль в процессинге 5’- и 3’-концов мРНК
человека [404], а конкурирующие структуры РНК могут участвовать в регуля
ции АС и альтернативного полиаденилирования в 3’-НТО [405]. В этой связи
интересно охарактеризовать взаимосвязь между парами ККУ и 5’- и 3’-конца
ми мРНК, используя аннотации транскриптов, сайтов полиаденилирования и
каталог кэпированных мРНК (CAGE) [406; 407].

Во-первых, число аннотированных транскриптов, которые начинаются
или заканчиваются внутри ККУ, включая аберрантные изоформы из базы дан
ных GENCODE, значительно превышает ожидаемое (рис. 3.10Г), что позволяет
предположить, что двухцепочечные структуры могут участвовать в подавлении
экспрессии аберрантных транскриптов. Во-вторых, аннотированные 5’- и 3’-кон
цы транскриптов значительно перепредставлены в промежутках между ККУ,
причем этот эффект не обусловлен неравномерным распределением пар ККУ
по длине гена (рис. 3.10Д).

Далее, зададимся вопросом, встречаются ли аннотированные концы
транскриптов, метки CAGE и кластеры поли(А)-сайтов чаще в интронах, со
держащих пары ККУ, чем в других интронах. Для этого все интроны были
разделены на две группы, интроны с ККУ и интроны без ККУ, и из каждой
группы были сделаны выборки интронов, сопоставимых по длине (38119 интро
нов в каждой). Около 33.5% интронов с ККУ содержали по крайней мере один
3’-конец транскрипта, тогда как среди интронов без ККУ эта доля составляла
25.1% (𝑂𝑅 = 1.50±0.05). Аналогично, 31.6% интронов с ККУ содержали по
крайней мере один 5’-конец транскрипта по сравнению с 23.6% для интронов
без ККУ (𝑂𝑅 = 1.50±0.05). Полученные результаты свидетельствуют о том,
что дальние взаимодействия в структуре РНК и сплайсинг нетривиальным об
разом связаны с концевым процессингом эукариотических транскриптов. Более
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развернутый ответ на вопросы, связанные с 3’-процессингом и сплайсингом да
ет следующий раздел.

3.3.8 Интронное полиаденилирование и сплайсинг

Отвлекаясь от структуры РНК, обратимся к данным высокопроизводи
тельного секвенирования из консорциума GTEx для исследования связи между
интронным полиаденилированием и сплайсингом. Огромное количество дан
ных, полученных в рамках этого проекта, позволяет идентифицировать сайты
интронного полиаденилирования при помощи чтений, содержащих фрагменты
поли(А)-хвоста мРНК, и сопоставить тканеспецифическое интронное полиа
денилирование с тканеспецифическим сплайсингом [408]. С помощью таких
чтений, называемых поли(А)-чтениями, был получен каталог, состоящий из
164497 кластеров сайтов полиаденилирования (КСПА), и исследована их при
надлежность к различным частям белоккодирующих генов, а именно к 5’-НТО,
3’-НТО и кодирующей области. Количественная оценка КСПА может прово
диться не только по абсолютному числу, но и по плотности, т.е. числу КСПА
на нуклеотид, а также может принимать во внимание уровень поддержки по
ли(А)-чтениями.

Как и ожидалось, наибольшая плотность КСПА наблюдалась в 3’-НТО,
причем обогащение было более заметным, если принять во внимание количество
поддерживающих поли(А)-чтений (рис. 3.11А). Плотность КСПА в интронах
меньше, чем в других участках, однако по абсолютному количеству они все
же встречались довольно часто (рис. 3.11Б). Однако следует учесть то, что ин
тронные сигналы недопредставлены в данных секвенирования РНК из-за того,
что интроны деградируют после сплайсинга. Для того, чтобы оценить частоту
интронного полиаденилирования, принимая во внимание эту систематическую
ошибку, число поли(А)-чтений было нормализовано на среднее покрытие чте
ниями в экзонах и интронах. С учетом этого плотность поли(А)-чтений в
интронах оказалась существенно выше, чем в экзонах (рис. 3.11В). Кроме то
го, если сопоставить интроны, конститутивные и альтернативные экзоны по
уровню покрытия и выбрать подмножество интервалов каждого типа, имею
щих приблизительно одинаковое покрытие, то окажется, что поли(А)-чтения
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также обогащены интронах (рис. 3.11Г). В целом эти наблюдения указывает
на то, что если бы интроны и экзоны были одинаково представлены в данных
РНК-секвенирования, то наблюдаемая частота событий полиаденилирования в
интронах оказалась бы в несколько раз большей, чем в экзонах. Данное наблю
дение представляется удивительным, поскольку такие события потенциально
должны приводить к преждевременной терминации транскрипции почти в каж
дом гене, но в действительности ее не происходит.

Альтернативные терминальные экзоны можно разделить на два класса:
пропускаемые терминальные экзоны (skipped terminal exons, STE), которые
могут использоваться в качестве терминальных экзонов или исключаться, и
составные терминальные экзоны (composite terminal exons, CTE), которые воз
никают в результате удержания интрона (рис. 3.12А) [409]. Чтобы различать
эти две возможности, рассматривался перепад покрытия чтениями в двух ок
нах, 𝑤𝑒1 и 𝑤𝑒2, на границе экзона, а также перепад покрытия чтениями в окнах
𝑤𝑖1 и 𝑤𝑖2 в окрестности самого КСПА (рис. 3.12А). STE должны характеризо
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ваться большим значением 𝑤𝑒1/𝑤𝑒2, тогда как CTE должны характеризоваться
небольшим соотношением 𝑤𝑒1/𝑤𝑒2. Для количественной характеризации сплай
синга, была использована модифицированная метрика Ψ = 𝑎/(𝑎 + 𝑏 + 𝑐), где
𝑎 — число разрывных чтений, начинающихся в 5’ss и заканчивающихся перед
КСПА, 𝑏 — число разрывных чтений, начинающихся в 5’ss и заканчивающихся
в 3’ss, а 𝑐 — число непрерывных чтений, выравнивающихся на экзон-интронную
границу (рис. 3.12А). Значение Ψ = 1 указывает на преобладание каноническо
го сплайсинга, соединяющего аннотированные сплайс-сайты, а Ψ = 0 указывает
на наличие события АС перед КСПА. STE, так и CTE должны иметь Ψ = 0

из-за отсутствия у них канонического сплайсинга, с преобладанием 𝑏 в случае
STE и преобладанием 𝑐 в случае CTE.

Как и ожидалось, между Ψ и числом поддерживающих КСПА по
ли(А)-чтений имеется отрицательная взаимосвязь (рис. 3.12Б). Она также
проявляется в отрицательном сдвиге в распределении коэффициентов корре
ляции Пирсона между Ψ и поддержкой поли(А)-чтениями, вычисленных по
тканям, по сравнению с фоновым распределением, в котором метки тканей бы
ли случайно перемешаны (рис. 3.12В, слева). В некоторых случаях перепад
покрытия чтениями изменялся на два порядка, когда значение Ψ увеличилось
с 25% до 100% (рис. 3.12В, справа). Эти наблюдения еще раз подтверждают,
что сплайсинг и полиаденилирование естественным образом противодействуют
друг другу. При рассмотрении случаев со значительным перепадом покрытия
в КСПА (𝑤𝑖1/𝑤𝑖2 > 10) и с высоким покрытием чтениями в начале интрона
(𝑤𝑖1 > 0.1𝑤𝑒1) двумерные распределения log(𝑤𝑒1) и log(𝑤𝑒2) для 1136 анноти
рованных CTE и 1948 аннотированных STE разделялись прямой 𝑤𝑒2 = 0.25𝑤𝑒1,
причем первые ожидаемо группировались выше, вторые — ниже прямой, а дру
гие КСПА образовали смесь двух распределений (рис. 3.12Г). В то время, как
распределения Ψ для CTE и STE характеризовались одной модой при Ψ ≃ 0,
что указывает на отсутствие у них канонического сплайсинга, распределения Ψ

у остальных КСПА имели выраженную вторую моду при Ψ ≃ 1 (рис. 3.12Д).
Эта вторая мода несовместима с моделями CTE и STE, поскольку в ней интрон
ное полиаденилирование сосуществует с каноническим сплайсингом.

Интроны, которые имеют высокую поддержку разрывными чтениями
(𝑎 + 𝑏 + 𝑐 ⩾ 30) и содержат КСПА с Ψ > 0.9, далее будут называться сплайси
рованными полиаденилированными интронами (spliced polyadenylated introns,
SPI). Сравнение распределений значений 𝑤𝑒2/𝑤𝑒1 и 𝑤𝑒2/𝑤𝑖1 среди STE, CTE
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между Ψ и 𝑙𝑜𝑔10(𝑤𝑖1/𝑤𝑖2) в гене SORBS2 (справа). (Г) Совместное распределение 𝑤𝑒1 и 𝑤𝑒2 в парах
КСПА-ткань для CTE, STE и других КСПА. Пунктирная линия соответствует 𝑤𝑒2/𝑤𝑒1 = 0.25. (Д)
Распределение Ψ для CTE, STE и других КСПА; +TE (-TE) обозначают КСПА в пределах (не
в пределах) 100 нт от аннотированного конца транскрипта. (Е) Распределение 𝑤𝑒2/𝑤𝑒1 (слева) и
𝑤𝑒2/𝑤𝑒1 (справа) для CTE, STE и SPI. Вертикальная пунктирная линия обозначает 𝑤𝑒2/𝑤𝑒1 = 0.25.

(Ж) Нормализованное покрытие Cleave-seq в интронах с КСПА и без КСПА.
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и SPI (рис. 3.12Е) показывает, что, как и STE, SPI характеризуются низким
покрытием 5’-конца интрона по отношению к экзону (𝑤𝑒2/𝑤𝑒1), но при этом
достаточно высоким покрытием перед КСПА относительно 5’-конца интрона
(𝑤𝑒2/𝑤𝑖1). Если SPI действительно представляют собой преждевременно по
лиаденилированные и сплайсированные интроны, то следует ожидать, что они
должны иметь монофосфат на 5’-конце (5’-p), образующийся в результате рас
щепления точки ветвления ферментом DBR1 [410; 411]. Тогда линеаризованный
продукт полиаденилирования должен состоять из двух отдельных молекул:
одна соответствует фрагменту интрона до КСПА как с 5’-p, так и с полиА-хво
стом, а другая — оставшейся части интрона. В соответствии с этим, покрытие
5’-концов РНК, идентифицированных с помощью метода Cleave-seq для исследо
вания 3’-полиаденилированных РНК, содержащих 5’-p [412], было существенно
больше в интронах с КСПА, чем в интронах без КСПА (рис. 3.12Ж). В со
вокупности эти результаты показывают, что SPI подвергаются как сплайсингу,
так и полиаденилированию и не являются 3’-концами отдельных транскриптов,
инициируемых и терминирующих в одном и том же интроне.

На рис. 3.13 приведен пример интронного сайта полиаденилирования в
гене ATRX. Этот ген участвует в ремоделировании хроматина и связан с ря
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дом заболеваний [413]. Наблюдается увеличение покрытия в окне 𝑤𝑖1 перед
сайтом полиаденилирования, низкое покрытие в начале интрона, которое мог
ло бы поддерживать CTE, и отсутствие разрывных чтений, которые могли
бы поддерживать STE. Единственным возможным объяснением наблюдаемой
картины может быть то, что канонический сплайсинг и интронное полиадени
лирование в этом гене сосуществуют и действуют одновременно, что приводит
к образованию SPI. Также обращает на себя внимание характерное нараста
ние покрытия перед сайтом полиаденилирования, которое может объясняться
постепенной деградацией интрона с 5’-конца.

3.3.9 ККУ и сайты связывания РСБ

Для того, чтобы охарактеризовать взаимосвязь между ККУ и сайтами
связывания РСБ, использовались данные футпринтинга по протоколу eCLIP
(enhanced crosslinking and immunoprecipitation). Сравнение частот связыва
ния РСБ рядом с ККУ с фоновыми частотами связывания тех же РСБ в
КИФ, расположенных рядом с ККУ, показало наличие предпочтений у некото
рых факторов связываться с двухцепочечными участками (рис. 3.14А). Среди
факторов, которые показали наиболее значимое обогащение, были РСБ, ко
торые выполняют регуляторные функции в сочетании со структурой РНК,
такие как RBFOX2 [7], а также факторы, предпочитающие структурированные
мотивы, например SRSF9 и SFPQ [131; 414]. Сигналы eCLIP для факто
ров, связывающих одноцепочечные РНК, таких как hnRNPA1, были значимо
недопредставлены [415].

Одной из особенностей протокола eCLIP является то, что в процессе
сшивания РСБ может оказаться связан с любой из цепей РНК, примыкаю
щей к двухцепочечной области. Следовательно, вероятность наблюдать сигнал
eCLIP рядом с ККУ при условии, что рядом с комплементарным ему ККУ
сигнал eCLIP наблюдается, должна быть выше, чем в случаях, когда рядом
с комплементарным ККУ такого сигнала нет. Эта ситуация будет называться
«раздвоенным сигналом eCLIP». Оценка отношения шансов показывает, что
подавляющее большинство РСБ (64 из 74, 𝑃 < 10−12) действительно имеют
значительно более высокую вероятность связывания рядом с ККУ при усло
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вии связывания с комплементарным ККУ (рис. 3.14Б). Этот результат можно
рассматривать как независимое доказательство двухцепочечности ККУ. Инте
ресно, что наибольшее отношение шансов наблюдалось для фактора TAF15,
который сам по себе не является белком, связывающим двухцепочечную РНК,
но взаимодействует с белком FUS, который способен связывать двухцепочечные
участки [416]. Это наблюдение указывает на то, что связывание РСБ зависит
от окружающей структуры РНК, а также на то, что сигналы eCLIP могут
неправильно отражать фактические положения сайта связывания, поскольку
факторы взаимодействуют не только с РНК, но и друг с другом.

3.3.10 Структура РНК и замедление элонгации транскрипции

Модель котранскрипционного сплайсинга предполагает, что замедление
РНК полимеразы II (RNAPII) расширяет «окно возможностей» для распозна
вания слабых сайтов сплайсинга, тем самым увеличивая степень включения
пропускаемых в нормальных условиях экзонов [363; 417]. Помимо влияния
на распознавание сайтов сплайсинга, замедление элонгации транскрипции мо
жет также влиять на образование структуры РНК, что является еще одним
важным фактором, определяющим то, как транскрипт будет процессироваться
сплайсосомой [72]. Для того, чтобы изучить роль дальних взаимодействий в ко
транскрипционном сплайсинге, были проанализированы литературные данные
по изменению сплайсинга в в клеточной линии, экспрессирующей медленный
мутант РНК-полимеразы R749H [363], а также были выполнены дополни
тельные эксперименты по секвенированию РНК, в которых для замедления
скорости элонгации RNAPII был использован α-аманитин (разд. 2.1.4).

Как и ожидалось, при замедлении элонгации RNAPII степень включе
ния экзонов, следующих за короткими интронами, увеличивается, а степень
включения экзонов, следующих за длинными интронами, уменьшается, как под
действием α-аманитина, так и в клеточной линии, экспрессирующей медленный
мутант R749H (рис. 3.14В). Для того, чтобы выяснить, влияет ли замедление
RNAPII по-разному на интроны с ККУ и без них, каждому экзону, следую
щему за интроном, содержащим ККУ, был сопоставлен случайно выбранный
экзон, который следует за интроном той же длины, но без ККУ. Оказалось, что
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при обеих концентрациях α-аманитина и в мутанте R749H степень включения
у экзонов, которые следуют за интронами с ККУ, увеличивается больше, чем
у экзонов, следующие за интронами без ККУ (рис. 3.14Г).

Этот результат показывает, что помимо влияния на распознавание сайтов
сплайсинга замедление RNAPII может влиять на уровни включения экзонов
через котранскрипционное сворачивание РНК. А именно, медленная элонгация
транскрипции не только способствует распознаванию сайтов сплайсинга, но так
же дает достаточно времени для сворачивания структуры РНК в интронах,
способствуя включению следующих за ними экзонов. Пример такого динамиче
ского действия структуры РНК на сплайсинг будет представлен в разд. 5.2.3.

3.3.11 Примеры структур РНК в консервативных областях

В этом разделе приводятся предсказания дальних взаимодействий в струк
туре РНК для двух конкретных регуляторных механизмов, связанных со
сплайсингом, а именно РНК-мостов и выпетливаний экзонов. Для того, чтобы
обнаружить РНК-мосты, т.е. приближающие сайт связывания РСБ к регулируе
мому экзону структуры, разыскивались пары ККУ, содержащие сигналы eCLIP
в пределах 50 нт от одного из комплементарных участков и экзон в пределах
50 нт от другого. В качестве подтверждения регуляции требовалось, чтобы уро
вень включения экзона значимо откликался на инактивацию экспрессии РСБ.

Эта процедура позволила получить набор из 296 кандидатных РНК
мостов, включая известную из литературы РНК-структуру [7] с энергией
гибридизации -19.8 ккал/моль, которая контролирует включение экзона 12 ге
на ENAH (рис. 3.15А). Эта структура окружена раздвоенными пиками eCLIP
фактора RBFOX2, что отражает перекрестное сшивание рядом с двухцепочеч
ной областью, причем уровень включение экзона 12 снижается на 43% при
инактивации RBFOX2. Также обнаруживается вложенная пара ККУ с энерги
ей гибридизации -20.4 ккал/моль, что позволяет предположить, что структура
РНК простирается гораздо дальше, чем об этом сообщалось ранее [7]. В ка
честве ранее неизвестного примера описывается РНК-мост в 3’-конце гена
RALGAPA1. В этом гене группа вложенных ККУ приближает сайты связы
вания RBFOX2 и QKI к предпоследнему экзону (рис. 3.15Б). Инактивация
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каждого из этих факторов способствует пропуску экзона, что указывает на то,
что АС зависит от связывания RBFOX2 и QKI через РНК-мост.

Аналогичным образом были найдены РНК-структуры, выпетливающие
экзоны. Разыскивались пары ККУ, которые окружают экзон и содержат сайт
связывания РСБ внутри одного из комплементарных участков. Дополнитель
но требовалось, чтобы экзон реагировал на инактивацию экспрессии РСБ. Эта
процедура дала 1135 потенциальных структур, среди которых были две вло
женные пары ККУ, выпетливающие экзон 24 гена GPR126, в которых один из
ККУ перекрывает сайт связывания RBFOX2, а экзон отвечает на инактивацию
RBFOX2 (рис. 3.15В). Другим примером является альтернативный 3’-концевой
экзон в гене FGFR1OP2, который пропускается при инактивации QKI и выпет
ливается парой ККУ, перекрывающей сайт связывания QKI (рис. 3.15Г).

3.4 Обсуждение результатов и выводы

3.4.1 Сначала фолдинг, потом выравнивание, или наоборот?

В этой главе были рассмотрены две предельные реализации алгоритма
Санкова применительно к дальним взаимодействиям в структуре РНК. Первая
из них, использующая подход «сначала фолдинг, потом выравнивание», воз
можна только для протяженных комплементарных спариваний, образующих
стабильный остов вторичной структуры, поскольку в общем случае число ком
бинаций всевозможных РНК-структур слишком велико и неизбежно привело
бы нас обратно к общему случаю алгоритма Санкова, который технически не
реализуем. Метод IRBIS решает проблему сжатия комбинаторного простран
ства структур при помощи процедуры тримминга, которая заранее отсеивает
специфичные для отдельных видов 𝑘-меры и оставляет только такие, кото
рые хотя бы потенциально могут быть выровнены друг с другом независимо
от их расположения в гомологичных последовательностях. Метод имеет высо
кую чувствительность при нахождении «спрятанных» в любом месте длинных
комплементарных спариваний. Однако ценой, которую приходится за это за
платить, является высокая доля ложноположительных предсказаний. Поэтому
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Рисунок 3.15 — Примеры РНК-структур в консервативных областях. Показаны снимки из Ге
номного браузера UCSC. (A) РНК-мост в гене ENAH приближает удаленный сайт связывания
RBFOX2 к кассетному экзону, уровень включения которого снижается при деплеции RBFOX2
(ΔΨ = −0.43). (Б) РНК-мост в RALGAPA1 приближает удаленные сайты связывания RBFOX2
и QKI к экзону, степень включения которого снижается при деплеции этих факторов (ΔΨ = −0.28

и ΔΨ = −0.75 соответственно). (В) Кассетный экзон в GPR126, реагирующий на инактивацию
RBFOX2 с ΔΨ = −0.56, выпетливается парой ККУ, один из которых содержит сайт связывания
RBFOX2. (Г) Альтернативный терминальный экзон в FGFR1OP2 реагирует на деплецию QKI
(ΔΨ = −0.48) и выпетливается парой ККУ, содержащих сайт связывания QKI. На всех панелях

изменения степени включения экзонов статистически значимы (𝑞 < 0.01).
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IRBIS применим только при очень жестких ограничениях на консервативность
и длину спариваемой области. Фактически он дает доказательство осуществимо
сти концепции «сначала фолдинг, потом выравнивание» и определяет условия,
при которых она технически реализуема.

Однако, как показывают примеры, многие консервативные комплементар
ные последовательности можно обнаружить непосредственно в множественных
выравниваниях геномов. Следует сразу отметить, что полногеномные вырав
нивания по построению разрывны, т.е., интронные участки, выровненные с
интроном эталонного вида, совершенно не обязательно синтенны по отношению
к фланкирующим экзонам. В ряде случаев это может приводить к недоразу
мениям, как, например, это происходит в гене 14-3-3ζ дрозофилы, в котором
пара экзонов, образовавшаяся в результате недавней дупликации, выравни
вается неверно, в результате чего известные из экспериментов регуляторные
структуры РНК оказываются разнесены по разным интронам [109; 113]. Тем
не менее, такие ошибки являются скорее исключением, чем правилом, и при
менение подхода «сначала выравнивание, потом фолдинг» к полногеномным
выравниваниям совершенно оправдано. Метод PREPH находит комплементар
ные спаривания между частями интронов, находящимися на определенном
расстоянии друг от друга, исходя из заранее определенного множества консер
вативных участков. Поскольку консервативность определяется относительно
группы видов, а также пороги, определяющие положение и длину консерватив
ных участков можно выбирать различными способами, применимость PREPH
ограничена качеством входного выравнивания и процедурой выбора консер
вативных участков. Как мы увидим в разд. 6.3, некоторые функциональные
структуры РНК не могут быть обнаружены PREPH, поскольку они лишь ча
стично перекрываются с консервативными участками. У метода IRBIS такой
проблемы нет.

Таким образом, мы приходим к тому, что оба подхода, «сначала фолдинг,
потом выравнивание» и «сначала выравнивание, потом фолдинг» имеют свои
преимущества и недостатки, но ни один из них не может в полной мере ком
пенсировать ошибки другого. Сравнивать предсказания, полученные IRBIS и
PREPH, по числу найденных структур вряд ли имеет смысл. Однако, как бы
ло показано в разд. 3.3.4, предсказания PREPH более многочисленны, хотя
и не покрывают полностью предсказания IRBIS. Поэтому в следующих гла
вах будут обсуждаться предсказания PREPH. В дальнейших исследованиях
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структуры эукариотических РНК представляется разумным отойти от гото
вых полногеномных выравниваний и усовершенствовать методы выравнивания
интронов для выявления в них консервативных участков, комплементарность
между которыми может находить PREPH. Оставшиеся промежуточные после
довательности можно исследовать с помощью IRBIS для построения новых,
обусловленных структурой РНК выравниваний, итеративно повторяя этот про
цесс для сокращения области поиска. Однако такой подход трудно реализовать
в автоматическом режиме, и для многих генов он требует «ручной» работы.

3.4.2 Приоритизация РНК-структур

Преимуществом филогенетических методов является возможность ран
жировать предсказания РНК-структур по количеству компенсаторных замен.
Однако для того, чтобы наблюдать компенсаторные изменения, необходимо,
чтобы замены в нуклеотидных последовательностях хоть и редко, но проис
ходили. Условия поиска структур в IRBIS слишком строгие для того, чтобы
ожидать достаточной вариабельности от консервативных 𝑘-меров. В PREPH
комплементарные взаимодействия предсказываются между консервативными
частями интронов, что не исключает небольшой вариабельности в отдель
ных позициях. Однако, как было показано, лишь малая часть предсказанных
комплементарных последовательностей обладает достаточным уровнем вариа
бельности для анализа компенсаторных замен. Следует также отметить, что
компенсаторные замены могут возникать не только из-за спаренности основа
ний во вторичной структуре РНК, но и для поддержания сайтов связывания
РСБ, расположенных на противоположных цепях. Ярким примером является
длинная некодирующая РНК RP11-439A17.4, которая находится в антисмысло
вой ориентации по отношению к гену HIST2H2BA и содержит сайт связывания
транскрипционного фактора (разд. 3.2.5). Этот сайт также встречается почти
во всех генах гистонов в смысловой ориентации, а происходящие в нем мута
ции приводят к кажущимся компенсаторным заменам в РНК [113]. Поэтому
рассчитывать на эволюционные подписи для усиления мощности предсказаний
структуры РНК, к сожалению, не приходится.
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В отсутствие вариабельности нуклеотидных последовательностях важ
ным индикатором функциональности структуры может быть соответствие меж
ду комплементарностью и консервативностью. А именно, во многих известных
из литературы случаях наблюдается резкое падение уровня консервативности
на границах комплементарных областей, что можно использовать для прио
ритизации РНК-структур. Эта идея, впервые высказанная в [107], получила
развитие в последующих работах [108; 113]. Однако метрики, оценивающие со
ответствие между комплементарностью и консервативностью, лишь косвенно
подтверждают двухцепочечность комплементарных участков и не доказывают
существования отбора на спаривание оснований.

Исследование структуры РНК с помощью icSHAPE и анализ дальних вза
имодействий между участками РНК с помощью фотоиндуцируемого сшивания
являются наиболее современными методами глобального анализа структуры
РНК in vivo. Однако эти данные отражают закономерности экспрессии ге
нов, специфичные для клеточных линий, в которых они были получены, и
имеют низкое покрытие чтениями в интронных областях, которые подверга
ются сплайсингу и деградации. Снижение интронного сигнала также является
распространенной проблемой в экспериментах eCLIP и, как было показано в
разд. 3.3.8, искажает истинную частоту полиаденилирования в интронах. По
этому валидация предсказанных РНК-структур с помощью этих данных была
возможна лишь для небольшого числа пар ККУ, хотя и показала согласован
ный результат. Следующая глава будет целиком посвящена тому, как находить
структуры РНК с использованием метода конформационного секвенирования
РНК in situ.

3.4.3 Структура РНК, сплайсинг и полиаденилирование

Отдельные предположения о существовании взаимосвязи между даль
ними взаимодействиями в структуре РНК и сплайсингом высказывались в
предыдущих исследованиях [418], однако в полной мере статистическая ха
рактеризация этой взаимосвязи дается в данной диссертационной работе.
Наблюдаемые для дрозофил (разд. 3.2.3) закономерности, в частности, пред
почтение ККУ располагаться внутри интронов рядом с сайтами сплайсинга
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и выпетливание альтернативных экзонов, справедливы и для дальних взаи
модействий в структуре РНК у млекопитающих. В частности, наблюдается
более низкая частота включения выпетливаемых экзонов, повышенная встре
чаемость ККУ вокруг кольцевых РНК, избегание интронных точек ветвления
и, как правило, как правило, общий ингибирующий эффект двухцепочечной
структуры на цис-регуляторные элементы сплайсинга. Также обращают на себя
внимание перепредставленность в ККУ сайтов редактирования РНК и высокая
частота раздвоенных сигналов eCLIP, которые являются следами специфичных
для двухцепочечных областей взаимодействий РНК с белковыми факторами.
С одной стороны эти наблюдения подтверждают хорошо известный механизм
ADAR-опосредованного редактирования РНК [419] и показывают важность
структуры РНК для сборки РНК-белковых комплексов с предпочтением некото
рых РСБ и избеганием других [110; 131]. В то же время их можно рассматривать
как независимое подтверждение двухцепочечности предсказанных РНК-струк
тур в дополнение к данным экспериментального профилирования структуры
РНК и компенсаторным заменам.

Как уже отмечалось, компоненты аппарата процессинга РНК работают в
строгой координации не только в пространстве, но и во времени. Кинетический
профиль элонгации RNAPII оказывает существенное влияние на альтернатив
ный сплайсинг. Медленная элонгация не только открывает окно возможностей
для распознавания слабых сайтов сплайсинга, что приводит к увеличению ча
стоты включения альтернативных экзонов, но также может влиять на выбор
сайтов полиаденилирования за счет усиления распознавания субоптимальных
сигналов [420]. В полном согласии с этим, при замедлении RNAPII с помощью
α-аманитина наблюдается повышенная частота включения экзонов, которым
предшествуют более короткие интроны. Однако также имеется и другая тен
денция, в которой структурированные и неструктурированные РНК по-разному
реагируют на замедление RNAPII. Это наблюдение указывает на то, дальние
взаимодействия в структуре РНК могут быть тем самым элементом, который
координирует взаимодействие между пространственной и временной компо
нентами в регуляции сплайсинга. Как будет показано в разд. 5.2.3, подобные
механизмы действительно имеют место в эукариотических генах.

Структура РНК может участвовать в распознавании поли(А)-сайтов фак
тором специфичности расщепления и полиаденилирования (CPSF), сближая
сайт связывания и сайт разрезания [404; 421]. Структура РНК в 5’-НТО также
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может участвовать в регуляции трансляции [422]. Поскольку эти механизмы
задействуют в основном локальную структуру РНК, особенно интересным
представляется наблюдение взаимосвязи между дальними взаимодействиями
в структуре РНК и процессингом 3’-конца пре-мРНК, которая проявляется
в обогащении концов транскриптов внутри, т.е. между комплементарными
последовательностями ККУ. Человеческие гены содержат тысячи «спящих»
интронных поли(А)-сайтов, которые подавляются, по крайней мере частично,
мяРНП U1 в процессе, называемом телескриптингом [423]. Может ли структура
РНК подавлять преждевременное интронное полиаденилирование?

На рис. 3.16 представлен гипотетический механизм подавления интрон
ного полиаденилирования путем котранскрипционного сплайсинга, который
объясняет обогащение концами транскриптов в промежутках между ККУ. А
именно, полиаденилирование структурированной пре-мРНК можно предотвра
тить путем котранскрипционного вырезания интрона, в то время как структура
РНК стабилизирует молекулу посредством внутримолекулярных комплемен
тарных спариваний несмотря на разрезание основной цепи (рис. 3.16А). Этого
не должно происходить в неструктурированных РНК в случае, если сплайсинг
происходит с задержкой по отношению к полиаденилированию (рис. 3.16Б). В
разд. 5.1.3 будет приведен пример дальних взаимодействий в структуре РНК
гена Nmnat дрозофилы, которые управляют не только сплайсингом, но и по
лиаденилированием.

Предположение о связи интронного полиаденилирования, структуры
РНК, и котранскрипционного сплайсинга косвенно подтверждается сделанны
ми в разд. 3.3.8 предположениями о существовании сплайсированных полиаде
нилированных интронов (SPI), которые представляют из себя промежуточные
продукты сплайсинга и полиаденилирования, образующиеся одновременно с
транскрипцией. Как и в механизме, представленном на рис. 3.16, если полиа
денилирование опережает сплайсинг, то образуется усеченный транскрипт с
композитным терминальным экзоном. Если же сплайсинг успевает вырезать
интрон, в котором происходит или уже произошло полиаденилирование, то об
разуется полноразмерный транскрипт, а интрон, содержащий поли(А)-хвост, но
все еще удерживаемый внутримолекулярной структурой, будет вырезаться и
деградировать. В некоторых случаях удается наблюдать SPI — интермедиаты,
простирающиеся от 5’ss до сайта полиаденилирования, содержащие как 5’-p
из-за разветвления лариата, так и поли(А)-хвост. SPI разрушаются с 5’-кон
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Рисунок 3.16 — Гипотеза о котранскрипционном подавлении преждевременного полиаденили
рования структурой РНК. (A) Если сплайсинг происходит вскоре после или одновременно с
полиаденилированием, то структурированный интрон будет котранскрипционно вырезан несмот
ря на разрезание основной цепи благодаря внутримолекулярным комплементарным спариваниям.
(Б) Если сплайсинг происходит со значительной задержкой по отношению к полиаденилированию,
то «спасения» не происходит. Переключение между (A) и (B) зависит от скорости сплайсинга, сво

рачивания РНК и элонгации транскрипции.

ца клеточными экзонуклеазами, о чем во многих случаях свидетельствует
характерное нарастание покрытия чтениями от 5’ss до сайта полиаденилиро
вания [408].

Существование SPI, а также различия в ответе сплайсинга на замедление
элонгации транскрипции в зависимости от структуры РНК позволяют пред
положить, что котранскрипционный сплайсинг может выполнять побочную
функцию по предотвращению преждевременной терминации транскрипции у
эукариот. Это предположение оспаривает тезис о том, что после использования
интронного сайта полиаденилирования интрон больше не может подвергаться
сплайсингу. Временные и пространственные взаимодействия сплайсинга и по
лиаденилирования регулируются множеством РСБ, которые распознают одни и
те же сигналы на растущей пре-мРНК и связываются с ними в одно и то же вре
мя [424—426]. Представляется возможным, что эволюция позволяет создавать
такие «разменные монеты» — сайты полиаденилирования в интронах, которые
благодаря структуре РНК котранскрипционно вырезаются сплайсингом и не
вызывают преждевременной терминации транскрипции.
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Глава 4. Структура и конформационное секвенирование РНК

В этой главе будет рассказано о том, как предсказания дальних вза
имодействий в структуре РНК соотносятся с данными конформационного
секвенирования РНК in situ (RIC-seq). Основные результаты охватывают иссле
дования, проведенные с 2019 по 2023 год [24; 25; 364], а также вспомогательные
результаты, изложенные в других работах. В разд. 4.1 рассказывается о вы
числительном конвейере «RNAcontacts» для картирования данных RIC-seq. В
разд. 4.2 производится развернутый анализ полученных в разд. 3.3 предска
заний и их сравнение с результатами экспериментов RIC-seq, а в разд. 4.3
найденные закономерности используются для разработки метода предсказания
структуры РНК вне консервативных областей, основанного на данных RIC-seq.

4.1 Конформационное секвенирование РНК in situ

В методе конформационного секвенирования РНК in situ (RIC-seq) цепи
РНК сшиваются через РСБ [21; 427], что позволяет не только устанавливать
вторичную и третичную структуру РНК, но и помогает воссоздать трехмерные
карты взаимодействий РНК с РСБ. Протокол RIC-seq состоит из семи основных
шагов (рис. 4.1). Лигированные in situ комплексы РНК с белками выделяются
из клеток и подвергаются обработке микрококовой нуклеазой (MNase) и тер
мочувствительной щелочной фосфатазой (FastAP) с образованием свободных
гидроксильных групп на 5’- и 3’-концах РНК. Затем происходит присоединение
биотинилированного цитозина, обработка полинуклеотидкиназой Т4 с образо
ванием свободных гидроксильных групп на 3’-концах и фосфатной группы на
5’-концах. Затем происходит лигирование пространственно близких участков
РНК, выделение РНК, очистка от белков и ДНК и осаждение фрагментов,
содержащих биотин, с помощью стрептовидина. К полученным фрагментам
добавляются адаптеры и провыполняется высокопроизводительное парно-кон
цевое секвенирование.

При картировании результатов секвенирования на референсный геном
точки лигирования пространственно близких участков РНК проявляются в
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Рисунок 4.1 — Принцип конформационного секвенирования РНК in situ RIC-seq (RIC-seq). Изобра
жение заимствовано из [21].

виде чтений с разрывами. Однако в отличие от ДНК-ДНК взаимодействий,
проявляющихся в виде разрывных чтений, которые картируются только на два
пространственно близких геномных локуса, взаимодействия РНК с РНК да
ют чтения, которые могут картироваться более сложным образом, поскольку
пре-мРНК подвергаются сплайсингу. В частности, химерные фрагменты могут
содержать как сплайсосомные интроны, так и продукты сшивки, в результате
чего образуются как чтения с каноническими GT/AG разрывами, возникаю
щими при сплайсинге, так и чтения с другими разрывами, возникающими при
лигировании (рис. 4.2A). Для картирования таких чтений требуются специа
лизированные алгоритмы, поскольку большинство программ-картировщиков
может работать только с одним типом разрывов. Для этой цели в рамках
данной диссертационной работы был разработан вычислительный конвейер
«RNAcontacts», позволяющий картировать короткие чтения с двумя различ
ными типами разрывов [364].

«RNAcontacts» обходит проблему нескольких типов разрывов путем вы
равнивания коротких чтений в двухпроходном режиме (рис. 4.2Б). На первом
проходе картировщик STAR [365] выравнивает контрольный набор данных се
квенирования РНК в парноконцевом режиме, используя строгий штраф для
не-GT/AG-разрывов, чтобы определить интроны, которые экспрессируются в
данном биологическом образце и отсутствуют в аннотации. На втором проходе
чтения из эксперимента RIC-seq выравниваются с использованием ослабленно
го штрафа за не-GT/AG-разрывы, при этом на вход подается список интронов,
идентифицированных на первом проходе, чтобы картировщик преимуществен
но делал разрывы в чтениях по координатам из предоставленного списка.
Поскольку данные RIC-seq могут содержать химерные чтения на произвольном
геномном расстоянии или in trans, выравнивание на втором проходе выполня
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Рисунок 4.2 — Картирование чтений с двумя типами разрывов. (A) В протоколе RIC-seq [21]
несплайсированный участок РНК может быть лигирован через РНК-связывающий белок (РСБ) с
другим участком, содержащим экзон-экзонные соединения (ЭЭС). Последовательность, образован
ная в результате лигирования, выравнивается на геном с двумя разрывами: не-GT/AG разрывом,
соответствующим точке лигирования, и каноническим GT/AG разрывом, соответствующим ЭЭС.
(Б) Схема «RNAcontacts». На первом проходе чтения из контрольного эксперимента РНК-сек вы
равниваются на референсный геном для выявления экспрессируемых ЭЭС. Они используются на
втором проходе как известные интроны при выравнивании данных КС для обнаружения разрывов,

в которых закодированы РНК-контакты.

ется в одноконцевом режиме. Все выравнивания с разрывами, полученные на
втором проходе, анализируются для извлечения РНК-контактов и исключения
интронов, полученных на первом проходе.

При использовании протокола RIC-seq небольшие различия в координатах
разрывов могут возникать даже при сопоставлении чтений, которые соответ
ствуют одной и той же точке лигирования, поскольку картирование на разные
цепи может приводить к смещению координат из-за отсутствия консенсусных
последовательностей у разрыва. Кроме того, различные копии одной и той же
РНК разрезаются и повторно лигируются стохастически, что приводит к еще
большей вариабельности. Учитывая эту техническую и биологическую вариа
тивность, следует ожидать появление кластеров точек лигирования, а не четко
определенных сайтов, как это имеет место в случае сайтов сплайсинга. Поэтому
соответствующие РНК-контактам точки разрыва кластеризуются с использова
нием односвязной кластеризации с порогом по расстоянию 10 нт. После этого
РНК-контакты определяются как пары кластеров, соединяемые хотя бы одним
разрывом, а число чтений, поддерживающих РНК-контакт, определяется как
суммарное число чтений с разрывами внутри кластера.



110

4.2 Сравнение экспериментов RIC-seq и предсказаний PREPH

4.2.1 Согласованность РНК-контактов и предсказаний PREPH

В этом разделе приводится исследование согласованности между предска
заниями PREPH и РНК-контактами из экспериментов RIC-seq, проведенных на
семи клеточных линиях человека, включая GM12878, H1, HeLa, HepG2, IMR90,
K562 и hNPC. РНК-контакт характеризуется парой геномных координат, соот
ветствующих точкам лигирования пространственно близких фрагментов РНК
после разрезания, а также числом поддерживающих их разрывных чтений. В
общей сложности в семи клеточных линиях было получено около 25 миллионов
РНК-контактов и 46 миллионов поддерживающих их разрывных чтений.

Дальнейшие рассуждения основываются на предположении о том, что
после лигирования рядом с двухцепочечными участками РНК должны возни
кать РНК-контакты, изображенные на рис. 4.3А, т.е., РНК-контакты, которые
поддерживают пару ККУ с внешней и/или с внутренней стороны, что соот
ветствует коллинеарным (2–3) или химерным (1–4) чтениям с разрывами. Из
916360 пар ККУ были отобраны пары с расстоянием не менее 200 нт между ком
плементарными участками. Вокруг центра каждого ККУ было выбрано окно
радиуса 100 нт (рис. 4.3Б). Такое центрирование окон позволяет единообразно
оценивать РНК-контакты вблизи ККУ и учитывать РНК-контакты, происхо
дящие внутри самих комплементарных областей. В результате набор пар ККУ
разделился на четыре взаимоисключающие группы: поддерживаемые хотя бы
одним контактом внутри, но не снаружи (inside, I), поддерживаемые хотя бы
одним контактом снаружи, но не внутри (outside, O), поддерживаемые хотя
бы одним контактом как внутри, так и снаружи (inside and outside, IO), и не
поддерживаемые контактами ни снаружи, ни внутри (none, N).

Из-за большой разреженности информации, получаемой в экспериментах
RIC-seq, в каждой клеточной линии поддержка пар ККУ оценивалась по прин
ципу «все или ничего», т.е., пара ККУ распределялась в категории I, O, IO и
N при наличии хотя бы одного соответствующего этим группам чтения. Такая
классификация также применялась по отношению к объединенному набору всех
экспериментов RIC-seq во всех клеточных линиях, причем было обнаружено,
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Рисунок 4.3 — Взаимосвязь между РНК-контактами и ККУ. (A) Разрезание и повторное лигирова
ние цепей РНК, примыкающих к ККУ, приводит к РНК-контактам, поддерживающим структуру
с внутренней (2-3) и/или внешней (1-4) стороны. (Б) Сверху: расположение окон для поиска РНК
контактов. Внизу: внутренние (I) и внешние (O) контакты соответствуют внутренней и внешней
дугам по отношению к структуре РНК. В категории IO структура поддерживается как снаружи,

так и внутри.

что многие пары ККУ поддерживаются РНК-контактами внутри в одной кле
точной линии, а снаружи — в другой. Это указывает на то, что объединенные
данные из всех экспериментов лучше отражают расположение РНК-контактов,
чем разреженные данные, ограниченные конкретным биологическим состоя
нием. Затем рассматривалось пересечение между группами I, O и IO в двух
биорепликах каждого эксперимента и между клеточными линиями. Как и ожи
далось, группы были больше всего похожи между биорепликами, а степень
сходства при сравнении клеточных линий друг с другом была ниже. Уровень со
гласованности между биорепликами составлял 9–15%, что еще раз показывает,
что каждый отдельный эксперимент RIC-seq дает очень разреженные резуль
таты, и что объединение результатов нескольких независимых экспериментов
является наилучшей стратегией для дальнейшего анализа. Более подробно эти
технические результаты изложены в [24].

4.2.2 Свойства РНК-структур с поддержкой РНК-контактами

Как было показано в разд. 3.3.6, пары ККУ характеризуются рядом па
раметров, а именно свободной энергией взаимодействия (∆𝐺), 𝐸-значением,
наличием сайтов редактирования РНК и появлением раздвоенных сигналов
eCLIP, которые свидетельствуют о перекрестном связывании РСБ вблизи ком
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Рисунок 4.4 — Свойства ККУ, поддерживаемых РНК-контактами изнутри и снаружи (категория IO)
в по крайней мере 𝑘 клеточных линиях. (A) Свободная энергия гибридизации Δ𝐺. (Б) 𝐸-значение
из R-scape. (В) Частота сайтов редактирования РНК. (A) Частота раздвоенных сигналов eCLIP
вблизи ККУ. Символы *, **, ***, и **** обозначают статистически значимые различия на уровне зна
чимости 5%, 1%, 0.1% и 0.01%, соответственно. Отрезками показаны 95% доверительные интервалы

для пропорций.

плементарных цепей РНК. Для того, чтобы оценить взаимосвязь между этими
параметрами и наблюдаемыми РНК-контактами, ККУ, которые поддержива
ются хотя бы одним РНК-контактом в группах IO, I и O по крайней мере в
𝑘 ⩾ 1 клеточных линиях, сравнивались с ККУ, которые не поддерживаются
РНК-контактами (т.е. 𝑘 = 0). Абсолютное значение ∆𝐺, доля ККУ с сайтами
редактирования РНК и доля ККУ с раздвоенными пиками eCLIP ожидаемо
увеличиваются с увеличением 𝑘, в то время как поддержка компенсаторными
заменами (𝐸-значение) значимо изменяется только при больших значениях 𝑘

(рис. 4.4).

Для того, чтобы дополнительно охарактеризовать ККУ с различными
уровнями поддержки, было проведено двумерное разбиение пар ККУ по ко
личеству клеточных линий, в которых они поддерживаются I и O контактами,
и построены 95% доверительные интервалы для свободной энергии взаимодей
ствия в каждом классе (табл. 3 и табл. 4). Обнаруживается последовательная
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тенденция к увеличению ∆𝐺 (по абсолютному значению) с увеличением под
держки чтениями с обеих сторон, при этом достаточно много ККУ имеют
хорошо выраженную поддержку. Например, 534 ККУ поддерживаются по
крайней мере в пяти клеточных линиях как внутренними, так и внешними
контактами.

Таблица 3 — Количество ККУ, поддерживаемых внутренними контактами в 𝑘 клеточных
линиях (строки) и внешними контактами в 𝑙 клеточных линиях (столбцы).

I∖O 0 1 2 3 4 5+
0 0 32,320 5,288 1,582 651 466
1 36,599 9,281 2,801 991 432 285
2 7,036 3,517 1,550 713 352 253
3 2,184 1,449 878 481 252 246
4 809 733 497 310 197 221

5+ 634 558 430 361 270 534

Таблица 4 — Доверительные интервалы (95% уровень доверия) для свободной энергии
гибридизации ККУ в ккал/моль, поддерживаемых внутренними контактами в 𝑘 клеточных
линиях (строки) и внешними контактами в 𝑙 клеточных линиях (столбцы).

I∖O 0 1 2 3 4 5+
0 нет (-18.5, -18.4) (-18.7, -18.6) (-19.2, -18.8) (-19.5, -18.9) (-20.5, -19.6)
1 (-18.6, -18.5) (-19.0, -18.8) (-19.1, -18.9) (-19.6, -19.1) (-20.0, -19.2) (-20.9, -19.7)
2 (-19.2, -19.0) (-19.4, -19.1) (-19.8, -19.3) (-19.9, -19.3) (-20.5, -19.6) (-21.3, -20.0)
3 (-19.8, -19.5) (-20.1, -19.6) (-20.1, -19.5) (-20.6, -19.7) (-22.0, -20.6) (-21.4, -20.1)
4 (-20.0, -19.4) (-20.4, -19.7) (-20.9, -20.0) (-20.9, -19.9) (-21.7, -20.0) (-21.5, -20.1)

5+ (-20.2, -19.6) (-20.8, -19.9) (-21.2, -20.3) (-21.7, -20.6) (-21.8, -20.6) (-23.5, -22.5)

Затем оценивалась средняя степень включения (Ψ) экзонов, располо
женных между комплементарными частями ККУ, в экспериментах РНК-сек,
проведенных в тех же клеточных линиях, что и эксперименты RIC-seq. Как
и ожидалось, распределение Ψ смещается в сторону меньших значений с уве
личением 𝑘 (рис. 4.5A) в полном согласии с предыдущими наблюдениями о
том, что степень включения экзона уменьшается с увеличением стабильности
окружающих ККУ.

Для анализа дифференциального АС были отобраны ККУ, которые под
держивались по крайней мере четырьмя чтениями по крайней мере в трех
клеточных линиях. Сравнение уровней включения экзонов, выпетливаемых
ККУ, в экспериментах с поддержкой РНК-контактами и в экспериментах
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Рисунок 4.5 — Свойства экзонов, выпетливаемых ККУ с поддержкой РНК-контактами. (A) Распре
деление средней степени включения выпетливаемых ККУ экзонов (Ψ), которые поддерживаются
РНК-контактами как внутри, так и снаружи (категория IO) в не менее чем 𝑘 клеточных линиях. CDF
— кумулятивная функция распределения. (Б) Сверху: распределение коэффициента корреляции
Пирсона между уровнем поддержки структуры (поддержка) и степенью включения выпетливаемого
ей экзона (Ψ). Снизу: Распределение ΔΨ = Ψℎ − Ψ𝑙, где Ψℎ и Ψ𝑙 — средние значения Ψ в клеточ
ных линиях с поддержкой RIC-seq и без неё, соответственно. (В) Доля выпетливаемых экзонов с
поддержкой RIC-seq среди кодирующих кассетных экзонов (PTC-) и ядовитых экзонов (PTC+).

без поддержки показало, что разность уровней включения экзонов в клеточ
ных линиях с поддержкой и без нее (∆Ψ) значительно смещена в сторону
отрицательных значений (𝑃 < 10−9). Также наблюдалась значимая отрица
тельная корреляция между уровнем поддержки и степенью включения экзона
(рис. 4.5Б), что позволяет предположить, что АС может регулироваться сбор
кой и разборкой структуры между ККУ в различных клеточных линиях.
Значительно большая доля выпетливаемых экзонов, содержащих PTC, по
сравнению с выпетливаемыми кассетными экзонами, не содержащими PTC,
поддерживалась РНК-контактами (рис. 4.5В). Кроме того, в группе с под
держкой РНК-контактами равновесные свободные энергии ККУ, образующие
выпетливания, были значительно больше по абсолютной величине для экзо
нов, содержащих PTC, по сравнению с экзонами без PTC (𝑃 < 10−4), в то
время как в группе без поддержки не было обнаружено существенных разли
чий (𝑃 = 0.2). Эти результаты указывают на то, что структура РНК активно
участвует в контроле непродуктивного сплайсинга, возможно, обеспечивая воз
можность регулируемого пропуска ядовитых экзонов (см. также разд. 6.3).

Для дополнительной характеризации взаимосвязи между РНК-контак
тами и ККУ, был создан классификатор на основе модели случайного леса,
который предсказывает появление раздвоенных сигналов eCLIP. С этой целью
оба комплементарных участка, левый (𝐿) и правый (𝑅), были окружены тремя
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окнами по 50 нт в направлении 5’-конца РНК (−3, −2, −1) и в направлении
3’-конца (1, 2, 3) (рис. 4.6A). Поскольку плотность РНК-контактов выше для
более коротких интервалов, в модель в качестве переменной также включался
разброс, т.е., расстояние между комплементарными участками [364]. В качестве
метрики, оценивающей качество модели, использовалась площадь под рабочей
операционной кривой (𝐴𝑈𝐶). Вариант модели, учитывающий только разброс,
способен предсказать сигналы eCLIP вблизи ККУ с 𝐴𝑈𝐶 = 0.66, в то время
как добавление числа РНК-контактов в качестве независимой переменной по
вышает качество прогнозов до 𝐴𝑈𝐶 = 0.74 (рис. 4.6B). Наличие внутренних и
внешних контактов в непосредственной близости от ККУ, т. е. контактов меж
ду окнами 1𝐿 и −1𝑅 и контактов между окнами −1𝐿 и 1𝑅 соответственно,
оказалось наиболее важным признаком для классификатора (рис. 4.6C). Этот
эффект не связан с более высокой плотностью РНК-контактов на более ко
ротких расстояниях, поскольку разброс был включен в эту модель в качестве
независимой переменной.

4.2.3 Примеры РНК-структур с поддержкой РНК-контактами

В разд. 3.3.11 были разобраны несколько примеров предсказанных струк
тур РНК с дальними взаимодействиями в контексте регуляторных механизмов,
связанных со сплайсингом, а именно РНК-мостов и выпетливаний экзонов. В
этом разделе описываются структуры РНК в двух генах человека, PHF20L1 и
CASK, которые в дальнейшем были отобраны для экспериментальной вали
дации (разд. 5.2).

При отборе мишеней для проверки влияния предсказанных РНК-струк
тур на АС в первую очередь оценивались уровни экспрессии генов в доступных
для исследования клеточных линиях. Если выбранный ген экспрессировался
на достаточном для обнаружения уровне, то при дальнейшем отборе мише
ней отдавалось предпочтение генам, у которых экспрессировались ожидаемые
сплайс-изоформы. Например, если структура РНК выпетливает экзон, то сте
пень его включения в клеточной линии должна быть низкой для того, чтобы
при разрушении РНК-структуры можно было обнаружить его включение.
Среди оставшихся кандидатов отбирали гены, имеющие отношение к заболе
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Рисунок 4.6 — Классификатор для предсказания раздвоенных сигналов eCLIP. (A) Расположение
окон вокруг пары ККУ (шесть окон по 50 нт с центром в середине области спаривания). (Б) Рабо
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внешним контактам, непосредственно примыкающим к ККУ.
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ваниям. Среди отобранных мишеней были выбраны две: кассетный экзон 6
в гене PHF20L1, выпетливание которого структурой РНК подтверждалось в
клеточных линиях HeLa и HepG2, а также кассетный экзон 19 в гене CASK,
выпетливание которого структурой РНК подтверждалось в клеточных линиях
IMR90, hNPC, и GM12878 (рис. 4.7). Более подробно эти мишени обсуждаются
в разд. 5.2.

4.3 Структура РНК вне консервативных областей

В консервативных областях генома закодирована лишь небольшая часть
всех РНК-структур, а содержащаяся в данных RIC-seq информация о РНК-кон
тактах потенциально позволяет расширить предсказания структуры РНК за их
пределы. Кроме того, из рассмотрения ранее выпадали кодирующие участки,
поскольку предсказание структуры РНК в них филогенетическими методами
затруднительно из-за подавления сигнала от компенсаторных замен на фоне
эволюционного отбора на аминокислотную последовательность белка. В этом
разделе будет описан метод PHRIC1, который по данным RIC-seq находит пары
вложенных кластеров контактов (ВКК) на всей протяженности генов, включая
экзоны и целые интроны, а затем выполняет термодинамическое сворачивание
последовательностей, заключенных между контактами, для нахождения ком
плементарных участков.

4.3.1 Вложенные кластеры РНК-контактов (ВКК)

Принцип работы метода PHRIC состоит в следующем. Исходя из предпо
ложения, что дальние взаимодействия в структуре РНК окружены внутренни
ми и внешними РНК-контактами, которые мы наблюдали ранее в разд. 4.2,
определим пары вложенных кластеров контактов (ВКК) как показано на
рис. 4.8. А именно, ВКК представляет из себя пару кластеров контактов, один
внутри другого, с заданным диапазоном расстояний между левыми и правыми

1От «Panhandle» — сковородка, т.е. пара ККУ, и «RIC-seq».
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Рисунок 4.8 — Принцип работы метода PHRIC. После нахождения вложенных кластеров контактов
(ВКК), нуклеотидные последовательности, расположенные между 5’-концами (1 и 2) и 3’-концами (3
и 4) внутреннего и внешнего контакта, извлекаются и передаются в программу PREPH для предска
зания длинных, почти идеально комплементарных участков. Структура РНК, образованная этими
участками, поддерживается РНК-контактами (1–4) и (2–3) из экспериментов конформационного

секвенирования РНК.

концами. Комплементарность нуклеотидных последовательностей, заключен
ных между контактами, можно быстро обнаружить с помощью ядра метода
PREPH (разд. 3.3). Для быстрого поиска пар ВКК можно определить два
списка пар кластеров контактов 𝐴 и 𝐵, таких, что левый сегмент 𝐵 лежит
в некотором окне от левого сегмента 𝐴, а правый сегмент 𝐵 лежит в некотором
окне от правого сегмента 𝐴. Тогда пересечение этих списков [428] за линейное
время дает требуемый список пар ВКК, из которого после фильтрации можно
извлечь потенциально гибридизующиеся нуклеотидные последовательности и
передать их на вход программе PREPH. Технические детали этой процедуры
можно найти в [25].

В общей сложности из экспериментов RIC-seq в семи клеточных линиях
человека, содержащих 55–170 миллионов чтений на реплику, в каждой клеточ
ной линии было получено 2–10 миллионов РНК-контактов, поддерживаемых
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15–40 миллионами отдельных чтений с разрывами. Из них было получено око
ло 35 миллионов кластеров РНК-контактов. В связи с разреженностью данных
разрывные чтения из всех экспериментов объединялись. Каждый кластер РНК
контактов характеризовался набором экспериментов RIC-seq, в которых он
поддерживался, и суммарным числом поддерживающих чтений. Затем были
найдены пары ВКК, в которых внутренний и внешний контакт разделялись
не более чем 100 нт.

Полученный набор пар ВКК был дополнительно отфильтрован для огра
ничения расстояния между внешним и внутренним контактами в пределах от
10 до 50 нт, при этом требовалось, чтобы они поддерживались не менее чем
тремя чтениями, и исключались кластеры, пересекающие аннотированные ге
номные повторы. В результате было получено около 29000 пар ВКК, которые
затем были переданы на вход программе PREPH. В конечном итоге было пред
сказано 11998 РНК-структур с отсечением по равновесной свободной энергии
∆𝐺 < −15 ккал/моль.

4.3.2 Свойства поддерживаемых ВКК структур РНК

Свойства предсказанных РНК-структур без требования консервативности
во многом повторяют свойства ККУ (разд. 3.3). Например, распределение сво
бодной энергии ∆𝐺 структуры ожидаемо является убывающим (рис. 4.9А).
Предсказанные структуры РНК можно разделить на три категории: интрон
ные, в которых обе последовательности полностью располагаются в интронах,
экзонные, в которых обе последовательности полностью располагаются в экзо
нах, и смешанные, в которые входят случаи, когда одна из последовательностей
перекрывает сайт сплайсинга или экзонная последовательность контактирует
с интронной. Во всех трех группах примерно 40% предсказаний поддержива
лись 5–10 чтениями, примерно 40% предсказаний были поддерживались 10–20
чтениями, и 20% предсказаний были поддерживались более чем 20 чтениями
(табл. 5). Пороги, определяющие эти группы, являются естественными граница
ми, разделяющими набор предсказаний на подмножества примерно одинакового
размера с увеличением уровня поддержки чтениями, далее обозначаемого че
рез 𝑟. Примечательно, что более 70% предсказанных структур располагаются
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Таблица 5 — Количество РНК-структур в экзонных, интронных и смешанных областях в
группах по поддержке чтениями. Проценты приведены по отношению к общему количеству
в строке.

Класс Всего 5–10 10–20 >20
Экзонные 3676 1317 (36%) 1634 (44%) 725 (20%)
Интронные 7132 2425 (34%) 2943 (41%) 1764 (25%)
Смешанные 1190 489 (41%) 499 (42%) 202 (17%)
Всего 11998 4231 (35%) 5076 (42%) 2691 (22%)

за пределами консервативных геномных элементов из выравнивания 100 по
звоночных.

Естественно ожидать, что пары ВКК с более высокой поддержкой чте
ниями содержат более стабильные структуры РНК. Действительно, медианное
абсолютное значение ∆𝐺 увеличивалось с ростом числа поддерживающих чте
ний (рис. 4.9Б), но величина этого увеличения была очень мала (в среднем
0.03 ккал/моль с каждым дополнительным поддерживающим чтением). Для
ответа на вопрос, является ли наблюдаемое распределение свободной энергии
неслучайным, использовался контроль по принципу «пересоединения», в кото
ром соответствие между последовательностям в парах ВКК было случайным
образом перемешано, а также отдельно оценивалась свободная энергия взаи
модействия в парах, в которых одна из последовательностей была заменена
на обратно комплементарную. Второй способ был необходим для поддержания
частот динуклеотидов, которые значительно влияют на величину ∆𝐺. Как в
перемешанных парах, так и в контроле с обратной комплементарностью меди
анные значения ∆𝐺 оказались существенно ниже, чем исходные (рис. 4.9В).
Таким образом, представленный метод предсказывает более стабильные струк
туры, чем можно было бы ожидать по случайным причинам, и их стабильность
коррелирует с поддержкой чтениями.
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Рисунок 4.9 — Свойства структур РНК, предсказанных по методу PHRIC. (A) Распределение рав
новесных свободных энергий (Δ𝐺). (Б) Равновесная свободная энергия (Δ𝐺) слабо возрастает с
увеличением степени поддержки чтениями. (В) Наблюдаемые РНК-структуры имеют в среднем
бóльшую по абсолютной величине равновесную свободную энергию (Δ𝐺), чем РНК-структуры в
перемешанном наборе или РНК-структуры, образованные между интервалом 1-2 и обратно компле
ментарным к интервалу 3-4. Символы *** и **** обозначают статистически значимые различия на

уровне значимости 0.1% и 0.01%, соответственно.

4.3.3 Структуры РНК в экзонах и интронах

Предыдущие исследования вторичной структуры РНК и ее взаимодей
ствия РСБ показали, что интроны, как правило, более структурированы, чем
экзоны [429—431]. Однако в этих исследованиях оценивалась склонность осно
ваний РНК к образованию локальной структуры, а дальние взаимодействия
не рассматривались. Предсказанные PHRIC структуры РНК можно подразде
лить, с одной стороны, на четыре энергетические группы и, с другой стороны,
на группы с высокой (𝑟 ⩾ 12) и низкой (𝑟 < 12) поддержкой чтениями. Отме
тим, что порог 𝑟 = 12 равен медиане распределения поддержки чтениями.

Таблица 6 — Количество РНК-структур в экзонных, интронных и смешанных областях
по группам свободной энергии (15–20 ккал/моль, 20–25 ккал/моль, 25–30 ккал/моль и
>30 ккал/моль по абсолютной величине). Проценты приведены по отношению к общему
количеству в строке.

Класс 15–20 20–25 25–30 >30
Экзонные 2055 (56%) 989 (27%) 420 (11%) 212 (6%)
Интронные 3189 (45%) 1949 (27%) 1042 (15%) 952 (13%)
Смешанные 570 (48%) 349 (29%) 165 (14%) 106 (9%)
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Рисунок 4.10 — Структура РНК в экзонах и интронах. (A) Распределение свободных энергий
(Δ𝐺) структур РНК, окруженных контактами с высокой (𝑟 ⩾ 12) и с низкой поддержкой чте
ниями (𝑟 < 12). (Б) Распределение свободных энергии наблюдаемых интронных, экзонных и
смешанных структур РНК в сравнении с пересоединенным контролем. (В) Распределение зна
чений ΔΔ𝐺 = Δ𝐺𝑜𝑏𝑠 − Δ𝐺𝑅𝐶 , где Δ𝐺𝑜𝑏𝑠 - свободная энергия наблюдаемой структуры РНК, а
Δ𝐺𝑅𝐶 — свободная энергия структуры, в которой одна из последовательностей была заменена на
обратно комплементарную. (Г) Изменение средней степени включения (Ψ) экзонов, выпетливаемых
предсказанными РНК-структурами, при увеличении поддержки чтениями. (Д) Свободные энергии
экзонных и интронных структур РНК, расположенных в консервативных и неконсервативных об
ластях. (Е) Доли интронных/экзонных РНК-структур в пределах одного интрона/экзона (тот же),
соседних, т.е. следующих друг за другом интронов/экзонов (соседний), и удаленных, т.е. не следую
щих друг за другом интронов/экзонов (дальний). Символы *, **** и ns обозначают статистически

значимые различия на уровне значимости 5%, 0.01% и не значимые различия, соответственно.

Предсказанные интронные структуры РНК характеризуются большей
долей двухцепочечных участков со свободной энергией, превышающей по аб
солютной величине 25 ккал/моль (табл. 6). Кроме того, интронные структуры
РНК с высокой поддержкой чтениями имеют значительно бóльшие значения
∆𝐺, чем структуры с низкой поддержкой чтениями (𝑃 < 0.1%), в то время
как в экзонных и смешанных группах разница между группами с высокой и
низкой поддержкой чтения не значима (рис. 4.10А). Сравнение значений ∆𝐺 в
наблюдаемых структурах и в контрольном наборе показывает, что свободные
энергии во всех трех группах (экзонные, интронные и смешанные) достоверно
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больше по сравнению с контрольными (𝑃 < 0.1%), причем для интронной груп
пы разница больше, чем для экзонной (рис. 4.10Б). Второй контроль позволяет
сравнить наблюдаемые значения свободной энергии (∆𝐺𝑜𝑏𝑠) со значениями в
наборе, в котором одна из последовательностей была заменена на обратно ком
плементарную (∆𝐺𝑅𝐶), с помощью метрики ∆∆𝐺 = ∆𝐺𝑜𝑏𝑠 − ∆𝐺𝑅𝐶 . И в этом
случае интронные структуры оказались более стабильными по отношению к
обратно комплементарному контролю по сравнению с экзонными и смешанны
ми структурами (рис. 4.10В), что еще раз подтверждает бóльшую склонность
интронов к образованию РНК-структур между собой.

Как и ранее, экзоны, которые выпетливаются РНК-структурами, име
ют в среднем меньшую степень включения в клеточных линиях, чем экзоны,
не окруженные структурами, причем степень включения уменьшается с уве
личением поддержки чтениями (рис. 4.10Г). Неконсервативные интронные
РНК-структуры так же стабильны, как и консервативные, а неконсервативные
экзонные РНК-структуры в среднем даже более стабильны, чем консерва
тивные (рис. 4.10Д). Это говорит о том, что экзонные последовательности,
не имеющие ограничений на поддержание аминокислотной последовательно
сти, могут эволюционировать в более стабильные РНК-структуры. Наконец,
если разделить интронные и экзонные РНК-структуры на три класса, соответ
ствующие взаимодействию внутри одного интрона или экзона, соседних (т.е.
следующих друг за другом) интронов и экзонов и удаленных (т.е. не следующих
друг за другом) интронов и экзонов, то экзонные РНК-структуры распределя
ются между этими группами с почти равными вероятностями, в то время как
интронные РНК-структуры обычно расположены в одном и том же интроне
(рис. 4.10Е). С одной стороны, наблюдаемая закономерность может быть свя
зана с тенденцией к образованию РНК-структур в пределах одного интрона
(разд. 3.3.6). С другой стороны, она также может быть вызвана тем, что РНК
контакты образуются на расстояниях, не превышающих длины интрона, и в
определенной мере отражают конформацию РНК в процессе сплайсинга.
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4.3.4 Примеры структур РНК в неконсервативных областях

Для визуализации результатов предсказаний PHRIC можно использовать
специализированный интерфейс для Геномного браузера UCSC, называемый
track hub [25]. На рис. 4.11 представлены несколько примеров структур РНК
из списка предсказаний PHRIC, визуализированные с помощью этого инстру
мента.

Ген GANAB кодирует субъединицу глюкозидазы IIα и связан с аутосомно
доминантным поликистозом почек и печени [432; 433]. Один из его внутренних
экзонов, экзон 6, сплайсируется альтернативно. PHRIC обнаружил две под
держиваемые большим количеством чтений пары ВКК вокруг этого экзона и
предсказал две пары комплементарных областей, образующих РНК-структуры
со свободными энергиями −26.3 ккал/моль и −22.1 ккал/моль, соответственно
(рис. 4.11A). Другим примером является структура РНК в гене NDUFB5, кото
рый кодирует субъединицу NADH-убихиноновой оксидоредуктазы. Для этого
гена обнаружено три транскрипта, кодирующие различные изоформы, две из
которых отличаются альтернативным включением экзона 7. PHRIC предска
зал две пары комплементарных интронных последовательностей внутри ВКК
со свободными энергиями −28.8 ккал/моль и −22.1 ккал/моль, соответственно
(рис. 4.11Б). Наконец, в гене ZNF655, который участвует в регуляции тран
скрипции и связан с прогрессией рака поджелудочной железы [434], PHRIC
обнаружил пару ВКК, способных образовывать дуплекс со свободной энерги
ей −25.9 ккал/моль и выпетливать кассетный экзон 4 (рис. 4.11В). Во всех
перечисленных примерах комплементарные области располагаются вне консер
вативных областей ста позвоночных.

4.3.5 Эволюционные подписи структур РНК вне консервативных
областей

Построенный с помощью метода PREPH каталог пар ККУ ограничен так
называемыми консервативными элементами РНК, которые были получены в
результате выравнивания последовательностей ста геномов позвоночных по ме
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Рисунок 4.11 — Примеры интронных структур РНК в генах человека за пределами консервативных
областей. Приводятся снимки из геномного браузера UCSC. Трек эволюционной консервативности
по 100 позвоночным показан зеленым цветом. Предсказания PHRIC, подтвержденные в эксперимен
тах RIC-seq, показаны оранжевым цветом. Внутренние и внешние контакты из RIC-seq показаны в
треке PHRIC-reads. (A) Ген GANAB, субъединица глюкозидазы IIα. (Б) Ген NDUFB5, субъединица
NADH-убихиноновой оксидоредуктазы. (В) Ген ZNF655, транскрипционный регулятор с доменом

типа «цинковый палец».
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тоду phylo-HMM [372; 435]. Генеративная вероятностная модель этого метода
содержит состояния для консервативных сайтов и состояния для неконсерва
тивных сайтов, а переходы между ними определяют границы консервативных
элементов РНК. При этом границы и сам набор консервативных элементов РНК
различаются в зависимости от числа и набора анализируемых геномов.

Если задаться вопросом, можно ли извлечь эволюционные подписи
структур РНК непосредственно из множественных выравниваний геномных по
следовательностей, ограничившись меньшим количеством геномов, то в блоках
выравнивания, соответствующим предсказаниям метода PHRIC, можно найти
компенсаторные замены. С этой целью были проанализированы пары блоков
выравнивания, которые вырезаются предсказанными комплементарными участ
ками из множественного выравнивания геномов 46 млекопитающих. Столбцы,
содержащие более 80% пропусков, и строки, содержащие более 10% пропусков,
были удалены. Как и ранее, полученные пары были поданы на вход програм
ме R-scape v1.2.340 [23] после соединения через спейсер вместе с ограниченным
филогенетическим деревом. Из 11998 структур, первоначально предсказанных
PHRIC, 11224 имели по крайней мере одну пару оснований с 𝐸 < 1, и только
308 пар имели значимые компенсаторные замены (𝐸 < 0.05) после поправки
Бенджамини-Хохберга на множественное тестирование.

Как и ранее, структуры РНК со значимыми компенсаторными замена
ми имели значимо бóльшую по абсолютной величине равновесную свободную
энергию (∆𝐺), чем структуры РНК без значимых ковариаций (𝑃 < 0.001)
(рис. 4.12А). Медианные длины областей спаренных оснований существенно не
различались между этими двумя наборами (𝑃 = 0.15), что исключает возмож
ность того, что более длинные структуры РНК вносят вклад одновременно в
оба значения ∆𝐺 и 𝐸.

В гене NFAT5, члене семейства транскрипционных факторов активи
рованных Т-клеток, обнаружена структура РНК с множеством независимых
компенсаторных замен (𝐸 = 1.6 · 10−14). Этот ген играет центральную роль
в индуцируемой транскрипции генов во время иммунного ответа. Интрон,
расположенный между экзонами 7 и 8 NFAT5, содержит пару комплемен
тарных последовательностей, R1 и R2, которые поддерживаются чтениями
RIC-seq, но выходят за рамки консервативных элементов РНК у позвоночных
(рис. 4.12Б). В множественном выравнивании последовательностей гомологов
у млекопитающих участки, соответствующие R1 и R2, отсутствуют у грызунов,
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Рисунок 4.12 — Эволюционные подписи вне консервативных областей позвоночных. (A) Равновес
ные свободные энергии (Δ𝐺) существенно больше по абсолютной величине для РНК-структур со
значимыми компенсаторными заменами (𝐸 < 0.001), чем для остальных РНК-структур (𝐸 ⩾ 0.001).
(Б) Фрагмент гена NFAT5 между экзонами 7 и 8; R1 и R2 — комплементарные последовательности,
предсказанные PHRIC, которые выходят за пределы консервативных элементов РНК у позвоноч
ных (вверху). Множественное выравнивание последовательностей R1 и R2 и консенсусная структура

РНК (внизу). Компенсаторные замены отмечены красным цветом.

но присутствуют у приматов, канид и африканских слонов с множественными
независимыми компенсаторными заменами. Примечательно, что структура, об
разованная R1 и R2, вложена в более крупную консервативную структуру с
∆𝐺 = −40.1 ккал/моль, которая была предсказана для этого гена ранее [23].

4.4 Обсуждение результатов и выводы

4.4.1 РНК-контакты и предсказания ККУ

Лежащий в основе технологии RIC-seq принцип, основанный на разреза
нии и стохастическом лигировании РНК с последующим высокопроизводитель
ным секвенированием химерных молекул, имеет много общего с принципом
работы метода Hi-C для идентификации пространственных контактов между
ДНК в трехмерной структуре хроматина [436—438]. Лигирование простран
ственно близких молекул дает информацию о структуре и функциональных
структурных элементах РНК. Например, визуализация данных PARIS и дан
ных RIC-seq позволила создать Hi-C-подобные карты связности для различных
РНК, которые были названы структурными или топологическими домена
ми [21; 439], а Ли и др. реализовали итеративный алгоритм, основанный на
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данных PARIS, для поиска оптимального иерархического разделения больших
РНК и с его помощью успешно разделили РНК вируса Зика на десятки струк
турных доменов [439].

Однако по сравнению с Hi-C у RIC-seq есть два существенных отличия. Во
первых, поскольку пре-мРНК подвергаются сплайсингу, химерные молекулы
РНК могут содержать не только продукты лигирования, но и ЭЭС, что вызыва
ет определенные трудности при картировании получаемых чтений на геном. Эта
проблема решается с помощью вычислительного конвейера RNAcontacts, разра
ботанного в рамках данной диссертационной работы, который картирует чтения
с двумя типами разрывов в двухпроходном режиме (разд. 4.1). Во-вторых, при
анализе данных Hi-C обычной практикой является усреднение хроматиновых
контактов в масштабе килобаз, в то время как для исследования РНК-контак
тов с помощью RIC-seq требуется однонуклеотидное разрешение. При этом
уровень согласованности между биорепликами составляет всего 9–15%, под
держка чтениями RIC-seq для известных из литературы РНК-структур крайне
мала, а подавляющее большинство контактов поддерживаются лишь одним чте
нием. Это естественно приводит к вопросу об оценке статистической значимости
контактирующих кластеров, на который в настоящее время нет ответа.

Вместе с тем, сравнение дальних взаимодействий в структуре РНК, пред
сказанных методом PREPH, и РНК-контактов, полученных по объединению
экспериментов RIC-seq в различных клеточных линиях, выявило ожидаемые
общие тенденции, заключающиеся в увеличении стабильности структуры, зна
чимости компенсаторных замен, встречаемости сайтов редактирования РНК
и раздвоенных сигналов eCLIP по мере увеличения степени поддержки РНК
контактов чтениями. Для выпетливаний экзонов некоторые различия между
биологическими условиями, обусловленные РНК-контактами, все же удалось
зарегистрировать (рис. 4.5Б). Однако следует помнить, что эти контакты не
обязательно соответствуют структуре РНК, а скорее подтверждают, что две
цепи расположены близко друг от друга, возможно, из-за внутри- и межмо
лекулярных взаимодействий РНК-РНК или, возможно, из-за взаимодействий,
опосредованных РСБ. Например, факторы сплайсинга hnRNPA1 и PTB, связан
ные с пре-мРНК, предпочитают образовывать димеры, создавая таким образом
контакты, которые не вызываются комплементарными спариваниями [440; 441].
При исследовании контактов в классах структурированных РНК, таких как
предшественники микроРНК, было обнаружено, что большинство структур под
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держиваются только внутренними контактами, соответствующими апикальной
петле шпильки, но не внешними контактами. Тем не менее, наложение жестких
ограничений на поддержку чтениями позволило предсказать пары функцио
нальных ККУ в генах PHF20L1 и CASK, которые в значительной степени
поддерживаются как внутренними, так и внешними контактами.

Ранее было высказано предположение о том, что дальние взаимодействия
в структуре РНК сближают 5’ss и 3’ss, тем самым облегчая распознавание
интрона [442]. Здесь показывается, что это не совсем так: экзоны, которые
выпетливаются парами ККУ с поддержкой RIC-seq, фланкируются более
короткими интронами, в которых ККУ расположены ближе к пропускаемо
му экзону, а их сайты сплайсинга напоминают сайты интронов, которые
сплайсируются посттранскрипционно. Это наблюдение, а также снижение ча
стоты включения экзонов с увеличением поддержки чтениями RIC-seq вместе
позволяют предположить, что экзоны, выпетливаемые ККУ, подвергаются по
сттранскрипционному сплайсингу, иначе бы их фланкирующие интроны были
бы сплайсированы по принципу «первый пришел, первым обслужен» еще до
того, как структура РНК успела собраться [443]. Еще одно примечательное
наблюдение заключается в том, что ядовитые экзоны имеют тенденцию выпет
ливаться более стабильными РНК-структурами, что позволяет предположить,
что регуляторные механизмы, контролирующие экспрессию генов посредством
непродуктивного сплайсинга, могут в значительной степени зависеть от струк
туры РНК. В разд. 6.3 будет показано, что это действительно так.

4.4.2 О предсказании глобальной структуры РНК

Закономерности в поддержке пар ККУ контактами изнутри и снаружи,
которые наблюдались при сопоставлении предсказаний PREPH с данными RIC
seq, можно интерпретировать не только как свойства, но и как требования,
которые следует предъявить к потенциальным структурам РНК, постулируя
двустороннюю поддержку контактами как критерий поиска. Основанный на
этой идее метод PHRIC сначала определяет пары ВКК, а затем выясняет сво
рачиваются ли заключенные внутри них последовательности во вторичную
структуру. Его важной особенностью является то, что он не ограничен тре
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бованием консервативности, что расширяет пространство поиска за пределы
эволюционно консервативных участков и позволяет рассматривать не только
интроны, но и экзоны. При этом наблюдаются те же закономерности, что и
для PREPH, а именно зависимость стабильности структуры, наличия сайтов
редактирования РНК, раздвоенных сигналов eCLIP, а также частоты вклю
чения выпетливаемых экзонов от поддержки чтениями. Интересно, что эти
результаты применимы не только к альтернативным, но и к конститутивным
событиям сплайсинга. Лишь небольшая часть структур РНК (менее 3%) охваты
вает соседние интроны, что примерно соответствует доле событий АС, которые
фактически экспрессируются в клеточных линиях человека.

Признаком наличия биологической функции у цис-регуляторных элемен
тов является эволюционная консервативность последовательности, которая в
случае структуры РНК коррелирует со свободной энергией гибридизации.
Можно было бы ожидать, что консервативные структуры РНК будут более тер
модинамически стабильными, чем неконсервативные. Однако, оказывается, что
это не так: интроны генов человека содержат почти в 20 раз больше структур
РНК в неконсервативных областях по сравнению с консервативными, но ком
плементарные спаривания в неконсервативных областях не менее стабильны,
чем в консервативных. При этом структуры, не консервативные среди позво
ночных, тем не менее могут иметь значимые компенсаторные замены, если
рассматривается меньшее множество видов.

Разреженность данных RIC-seq не позволяет сделать точные выводы о
поддержке отдельных структурных элементов в транскриптах. Однако колос
сальный объем информации, содержащийся в данных RIC-seq, заставляют
переформулировать задачу предсказания дальних взаимодействий в контексте
глобальной структуры. Центральный вопрос этой задачи заключается в том,
как объединить филогенетическую информацию, предсказания комплементар
ности и экспериментальные данные об РНК-контактах и связывании РСБ в
единую модель с учетом динамической изменчивости структуры и протекаю
щих одновременно со сворачиванием процессов созревания пре-мРНК. По мере
накопления данных конформационного секвенирования РНК in situ, необходи
мость в переходе к этой глобальной формулировке будет возрастать.
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Глава 5. Экспериментальная валидация влияния структуры РНК на
АС

В этой главе приводятся результаты, полученные мной в период с 2009
по 2021 год в сотрудничестве с лабораториями под руководством проф. Хуана
Валкарселя (Центр Геномной Регуляции, г. Барселона), проф. П.М. Рубцова
(Институт Молекулярной Биологии им. Энгельгардта РАН) и проф. О.А. Дон
цовой (Московский Государственный Университет им. М.В. Ломоносова) [24;
79; 107; 108].

Для экспериментальной валидации влияния предсказанных структур
РНК на АС использовался классический метод двойных мутантов. А имен
но, фрагменты генов встраивали в минигены с индуцируемым промотором,
а также с помощью сайт-направленного мутагенеза создавали два вариан
та минигенов, в каждом из которых комплементарность в структуре РНК
нарушалась, а при одновременном внесении обеих мутаций — восстанавлива
лась. Использовались различные стратегии мутагенеза, от дестабилизирующих
структуру точечных мутаций до полной замены последовательности. Для
скрининга предполагаемых структур использовались блокирующие компле
ментарность антисмысловые олигонуклеотиды, изготовленные на основе LNA
(locked nucleic acid, замкнутая нуклеиновая кислота, или «недоступная РНК»)
с заменой оснований ДНК в каждом втором нуклеотиде. LNA содержит
модифицированные нуклеотиды РНК, в которых фрагмент рибозы модифи
цирован дополнительным мостиком, соединяющим 2’-кислород с 4’-углеродом.
Эта структура обеспечивает повышенную устойчивость к ферментативному рас
щеплению и увеличивает прочность дуплекса [444—446]. Изменения сплайсинга
регистрировали качественно с помощью ОТ-ПЦР и гель-электрофореза, а так
же количественно с помощью ОТ-ПЦР-РВ (см. разд. 2.1.2).

В общей сложности были валидированы влияющие на АС структуры РНК
в десяти генах — в трех генах дрозофилы и в семи генах человека. Список этих
структур со ссылками на соответствующие разделы диссертации и публикации,
а также указание методов, при помощи которых структура была предсказана
или подтверждена, приводится в табл. 7. Структуры РНК в генах BRD2 и
BRD3 имеют отношение к непродуктивному сплайсингу и поэтому обсуждают
ся в следующей главе.
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Таблица 7 — Подтверждение регуляции АС структурой РНК. DM – D. melanogaster ; HS –
H. sapiens ; знаки + и − обозначают, что структура была предсказана или подтверждена
соответствующим методом.
Вид Ген Событие АС IRBIS PREPH RIC-seq Раздел Публ.
DM CG33298 Альт. 5’ss + + 5.1.1 [107]
DM Gug Альт. 3’ss + + 5.1.2 [107]
DM Nmnat Альт. термин. экзон + + 5.1.3 [107]
HS SF1 Удержание интрона + + 5.3 [108]
HS PHF20L1 Кассетный экзон + + + 5.2.1 [24]
HS CASK Кассетный экзон + + + 5.2.2 [24]
HS ATE1 Взаимоискл. экзоны + + +/− 5.2.3 [79]
HS MARK2 Кассетный экзон + + + 5.3 [447]
HS BRD2 Ядовитый экзон + + + 6.3 [351]
HS BRD3 Ядовитый экзон + − − 6.3 [351]

5.1 Структуры РНК в генах насекомых

В этом разделе приводятся результаты экспериментальной валидации вли
яния структуры РНК на АС в трех генах насекомых, а именно на выбор
альтернативного донорного сайта в гене CG33298, выбор альтернативного ак
цепторного сайта в гене Gug, и пропуск терминального экзона в гене Nmnat. Для
всех этих случаев были сконструированы минигены с разрушающими структу
ру одиночными и двойными компенсаторными мутациями (разд. 2.1.1); АОН
не использовались.

5.1.1 Выбор альтернативного донорного сайта в гене CG33298

Ген CG33298 предположительно кодирует фосфолипид-флиппазу, кото
рая поддерживает асимметрию мембран в аппарате Гольджи и их холестери
новый состав [448]. Экзон 13 этого гена имеет два альтернативных донорных
сайта, переключение между которыми приводит к изменению С-концевого до
мена кодируемого белка. Предсказанные ККУ длиной 19 нт, называемые «бокс
1» и «бокс 2», расположены так, что бокс 1 перекрывается с проксимальным
донорным сайтом и отстоит от бокса 2 на 185 нт (рис. 5.1А). Дистальный и прок
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симальный донорные сайты имеют почти одинаковую силу, но и в эндогенной
пре-мРНК, и в транскриптах минигена в основном используется дистальный
сайт (рис. 5.1Б).

При конструировании минигена в ККУ были введены четыре точечные
мутации, которые разрушают комплементарное спаривание, но не изменяют
консенсусную последовательность донорного сайта (рис. 5.1В). Внесение каж
дой из них по отдельности приводит к почти полному переключению сплайсинга
на проксимальный донорный сайт, а двойная мутация, в которой структу
ра РНК оказывается восстановлена, приводит к обратному переключению на
дистальный донорный сайт, т.е., к восстановлению сплайсинга дикого типа
(рис. 5.1Б). Таким образом, мы приходим к выводу, что именно формирование
структуры РНК, а не сигналы в консервативных последовательностях являются
основным фактором, определяющим использование донорного сайта. Следу
ет также отметить, что в двойном мутанте расчетная энергия гибридизации
оказалась на 4.3 ккал/моль выше, чем в диком типе, и при этом проксималь
ный донорный сайт оказался намного сильнее подавлен. Таким образом, более
энергетически стабильная структура более эффективно подавляет активность
альтернативного донорного сайта.

5.1.2 Выбор альтернативного акцепторного сайта в гене Gug

Ген атрофина (также называемый Grunge и Gug) кодирует корепрес
сор транскрипции с активностью гистондеацетилазы [449]. Проведенное в
работе 2009 года исследование выявило наличие неаннотированного на мо
мент публикации статьи акцепторного сайта, консервативной новой экзонной
области и пары комплементарных последовательностей, одна из которых пе
рекрывается со сплайс-сайтом (рис. 5.2А). ОТ-ПЦР-анализ эндогенной мРНК
показал, что проксимальный акцепторный сайт действительно используется.
Несмотря на то, что проксимальный акцептор сильнее дистального по консен
сусной последовательности, как в транскриптах минигена, так и в эндогенной
мРНК оба акцепторных сайта используются приблизительно в соотношении
1:1 (рис. 5.2Б). Как и в случае с геном CG33298 (разд. 5.1.1), мутации внутри
каждой из двух комплементарных последовательностей приводили к появле
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Рисунок 5.1 — Сплайсинг интрона с альтернативными донорными сайтами в гене CG33298 регулиру
ется структурой РНК. (A) Верхняя панель: схема минигена, содержащего фрагмент гена CG33298.
ККУ (Бокс 1 и Бокс 2) выделены серым цветом. Стрелками показано расположение праймеров
для ПЦР-амплификации мРНК минигена и эндогенных мРНК. Нижняя панель: множественное
выравнивание фрагментов генома между экзонами 13 и 14. Д — дистальный, П —проксимальный
донорные сайты. (Б) Вторичная структура, образованная бокс 1 и бокс 2, влияет на использование
донорного сайта. Бокс 1 и бокс 2 соответствуют одиночным мутантам (см панель В), а бокс 1/2 —
компенсаторному двойному мутанту. Показаны продукты амплификации транскриптов минигена
(дорожки 1–8) и эндогенной мРНК (дорожки 9–10) с помощью ОТ-ПЦР и ОТ-ПЦР-РВ. Полосы на
геле соответствуют двум донорным сайтам и удержанию интрона (УИ). Знаки + и − обозначают
добавление или отсутствие обратной транскриптазы (ОТ) в реакцию. Столбики и усики на ниж
ней панели показывают среднее трех реплик и стандартную ошибку. (В) Предсказанные структуры
РНК для мутантов и дикого типа (точечные мутации показаны жирным шрифтом) и их равновесные

свободные энергии (Δ𝐺, ккал/моль). Сокращения в названиях видов как в [373].
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Рисунок 5.2 — Сплайсинг интрона в гене атрофина (Gug) с альтернативными акцепторными сайтами
регулируется структурой РНК. (A) Верхняя панель: схема минигена, содержащего фрагмент после
довательности между экзонами 8 и 11. ККУ (Бокс 1 и Бокс 2) выделены серым цветом. Нижняя
панель: множественное выравнивание интронных последовательностей; под ней приводится амино
кислотная последовательность альтернативной части экзона 10. Обозначения на панелях (Б) и (В)

как на рис. 5.1.

нию продуктов сплайсинга с использованием главным образом проксимального
акцепторного сайта, а при восстановлении структуры РНК в двойном мутанте
наблюдалась картина сплайсинга дикого типа, причем со схожим соотношени
ем изоформ. Это наблюдение хорошо согласуется с тем, что расчетные энергии
гибридизации в диком типе и в двойном мутанте приблизительно одинаковы
(рис. 5.2В). Из этого можно заключить, что структура РНК подавляет прокси
мальный акцепторный сайт, тем самым уравнивая два сплайс-сайта различной
силы за счет включения более сильного сайта в структуру.



136

5.1.3 Пропуск терминального экзона и альтернативное
полиаденилирование в гене Nmnat

Ген Nmnat дрозофилы кодирует никотинамидмононуклеотид-аденилит
рансферазу, обратимо катализирующую последний этап пути восстановления
никотинамидадениндинуклеотида (НАД) во всех живых организмах [450].
Он экспрессируется в виде двух сплайс-изоформ, которые транслируются
в изоформы белка с разными нейропротекторными свойствами [451]. Одна
из них локализована в ядре и обладает минимальной нейропротекторной
способностью, а другая является цитоплазматической и обладает высокой
нейропротекторной способностью. При стрессе в нейронах преимущественно
образуется нейропротекторная изоформа.

Предсказание структуры РНК показало, что ген Nmnat содержит пару
ККУ, которые окружают проксимальный альтернативный акцепторный сайт в
интроне 4 (рис. 5.3А), использование которого приводит к включению в тран
скрипт терминального экзона с сайтом полиаденилирования, а использование
дистального акцепторного сайта включает внутренний и несколько следующих
за ним экзонов. Исследование изоформ, содержащих дистальный акцепторный
сайт, который преимущественно используется в эндогенной мРНК (рис. 5.3Г) по
казало, что полная замена нуклеотидной последовательности бокса 1 или бокса
2, нарушающая комплементарность, резко снижает уровень включения экзона
с дистальным акцептором (рис. 5.3Б), а восстановление структуры с помощью
новой последовательности (рис. 5.3Д) обращает этот эффект.

ОТ-ПЦР изоформ, содержащих проксимальный акцепторный сайт с ис
пользованием праймера, специфичного для экзона 5 показывает, что уровень
его использования увеличивается при разрушении комплементарности и сно
ва уменьшается с образованием новой структуры (рис. 5.3В). Таким образом,
вторичная структура РНК регулирует не только АС, но и альтернативное
полиаденилирование. Механистически ее действие можно объяснить двояко. Во
первых, поскольку проксимальный акцепторный сайт является более сильным
из двух сайтов, помещение в петлю делает его менее конкурентоспособным.
Во-вторых, дистальный акцепторный сайт расположен более чем в 400 нт от
проксимального, что делает длину сплайсируемого интрона намного большей,
чем средняя длина интрона дрозофилы. Формирование структуры комплемен
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Рисунок 5.3 — АС и альтернативное полиаденилирование в гене Nmnat регулируются структурой
РНК. (A) Верхняя панель: схема минигена, содержащего фрагмент последовательности между эк
зонами 4 и 6. Экзон 5 представляет собой внутренний терминальный экзон, который содержит
сайт полиаденилирования/3’-процессинга. ККУ (Бокс 1 и Бокс 2) выделены серым цветом. Ниж
няя панель как на рис. 5.1. (Б, B) Продукты сплайсинга амплифицировали с помощью обратных
праймеров vectorR и E5R для обнаружения изоформ, образованных в результате сплайсинга с ди
стальным акцептором (Д) или с проксимальным акцептором (П). (Г) Сплайсинг эндогенной мРНК,
которую амплифицировали с помощью обратных праймеров в экзонах 5 и 6. (Д Предсказанные
структуры РНК для дикого типа и двойного мутанта и их равновесные свободные энергии (Δ𝐺,

ккал/моль). Остальные обозначения как и на рис. 5.1.

тарными последовательностями, которые разделены примерно 350 нт, может
физически приблизить дистальный сайт к донорному сайту и, тем самым, спо
собствовать его использованию.
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5.2 Экспериментальная валидация структур РНК в генах
млекопитающих

В этом разделе приводятся результаты экспериментальной валидации вли
яния структуры РНК на АС в трех генах человека, а именно на сплайсинг
кассетного экзона в гене PHF20L1, сплайсинг кассетного экзона в гене CASK
и взаимоисключающее включение экзонов в гене ATE1. Для них были скон
струированы минигены с разрушающими структуру одиночными и двойными
компенсаторными мутациями (разд. 2.1.1), а также использованы блокирующие
структуру АОН. Затем обсуждается влияние скорости элонгации транскрипции
на АС через структуру РНК, а также перечисляются валидированные структу
ры РНК, не вошедшие в данную диссертационную работу.

5.2.1 Сплайсинг кассетного экзона в гене PHF20L1

Ген PHF20L1 (plant homeodomain finger protein 20-like 1) кодирует фактор,
считывающий состояния метилирования гистонов, который взаимодействует
с моно- и диметилированными лизинами в H3K4me1, H4K20me1, H3K27me2,
а также с эпигенетическими факторами, такими, как DNMT1 [452—454]. Он
также участвует в поддержании стабильности метилированных белков SOX2
и pRb [455; 456]. Белок PHF20L1 важен для эпигенетического наследования
у млекопитающих, плюрипотентности и дифференцировки клеток, а также
для поддержания контрольной точки фазы G1-S, а нарушения его экспрессии
характерны для рака молочной железы, колоректального рака и рака яични
ков [457—459].

Транскрипты гена PHF20L1 существуют в виде двух сплайс-изоформ
PHF20L1-a и PHF20L1-b, которые отличаются включением альтернативного
кассетного экзона 6. Интроны, фланкирующие этот экзон, содержат пару
ККУ, R1 и R2, которые могут образовывать стабильное комплементарное спа
ривание (∆𝐺 = −23.6 ккал/моль) и, тем самым, способствовать регуляции
АС (рис. 5.4А). Эта пара ККУ была изначально найдена программой IRBIS
(разд. 3.2), затем подтверждена PREPH (разд. 3.3), а также РНК-контактами,
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Рисунок 5.4 — Структура РНК регулирует сплайсинг кассетного экзона в гене PHF20L1. (A) Геном
ная организация экзонов 5–7 гена PHF20L1. Показаны комплементарные последовательности R1 и
R2 и соответствующие им АОН (АОН1 и АОН2). (Б) Обработка АОН1 или АОН2 почти полностью
подавляет пропуск экзона 6. NT – контроль без обработки АОН; С — контроль с обработкой АОН
против гена люциферазы; нег. — отрицательный контроль. (В) Схема минигена, экспрессирующего
фрагмент гена PHF20L1. Расположение праймеров указано стрелками. (Г) Схема мутагенеза мини
гена. wt — дикий тип. (Г) Пропуск экзона 6 у мутантов m1 и m2 подавлен, а у m1m2 сплайсинг
возвращается к состоянию дикого типа. Символы **, *** и ns обозначают статистически различимые

различия на уровне значимости 1%, 0.1%, и не значимые различия, соответственно.

наблюдаемыми в экспериментах RIC-seq в клеточных линиях HeLa и HepG2
(разд. 4.2.3).

Для того, чтобы проверить роль спаривания последовательностей R1/R2
в регуляции АС эндогенных транскриптов, были синтезированы АОН, компле
ментарные R1 и R2, называемые АОН1 и АОН2, соответственно. Качественный
и количественный анализ ОТ-ПЦР показал, что уровень включения экзона 6
в ответ на увеличение концентрации АОН увеличивается, причем концентра
ция 5 нМ уже достаточна для существенного увеличения степени включения
экзона 6 в эндогенном транскрипте (рис. 5.4Б).

Затем был сконструирован миниген, содержащий фрагмент геномной по
следовательности PHF20L1 от экзона 5 до экзона 7 (рис. 5.4В), в который были
введены мутации, разрушающие и восстанавливающие комплементарное спари
вание оснований между R1 и R2 (рис. 5.4Г). Мутации, разрушающие спаривание
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R1 с R2, называемые m1 и m2, способствовали включению экзона 6, а компен
саторный двойной мутант m1m2, в котором спаривание R1 с R2 восстановлено,
по степени включения экзона 6 качественно и количественно совпадает с диким
типом (рис. 5.4Д). Таким образом, ответ на действие комплементарных АОН и
восстановление сплайсинга у компенсаторного двойного мутанта показывают,
что включение экзона 6 контролируется спариванием оснований R1/R2.

5.2.2 Сплайсинг кассетного экзона в гене CASK

Ген CASK человека кодирует кальций/кальмодулин-зависимую серино
вую протеинкиназу, однако этот белок не обладает киназной активностью [460]
и функционирует как каркасный белок, участвующий в пресинаптической и
постсинаптической передаче [461; 462]. У мышей делеция CASK приводит к
летальному исходу [463], тогда как его инактивация в β-клетках поджелудоч
ной железы влияет на гомеостаз глюкозы и чувствительность к инсулину [464].
Белок CASK взаимодействует с Tbr-1, транскрипционным фактором, участвую
щим в развитии переднего мозга [465] и, возможно, играет роль в установлении
полярности эпителиальных клеток у млекопитающих [466].

Две альтернативные сплайс-изоформы CASK отличаются включением
или пропуском кассетного экзона 19, который, как предполагается, модулирует
связывание CASK с другими белками на разных стадиях развития и в клеточ
ных популяциях с различной активностью нейронов [467; 468]. Фланкирующие
экзон 19 интроны содержат пару ККУ, обозначаемых R3 и R4, которые рас
положены на расстоянии более 3000 нт друг от друга, а их взаимодействие
потенциально выпетливает экзон 19 (рис. 5.5А). Как и в случае PHF20L1, эта
пара ККУ была найдена программами IRBIS и PREPH, а также подтверждена
РНК-контактами, наблюдаемыми в экспериментах RIC-seq в клеточных лини
ях IMR90, hNPC и GM12878 (разд. 4.2.3).

Степень включения экзона 19 существенно увеличивается при обработке
клеток АОН3 и АОН4, комплементарными R3 и R4 (рис. 5.5Б). При внесении
разрушающих структуру и компенсаторных мутаций в миниген, содержащий
фрагмент CASK между экзонами 18 и 20 (рис. 5.5В,Г), одиночные мутации
(m3 или m4) приводят к подавлению пропуска экзона 19, а в компенсаторном
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Рисунок 5.5 — Структура РНК регулирует cплайсинг кассетного экзона в гене CASK. (A) Фрагмент
генома, содержащий экзоны 18–20 гена CASK. Показаны комплементарные последовательности R3
и R4 и соответствующие им АОН (АОН3 и АОН4). (Б) Добавление АОН3 или АОН4 подавляет
пропуск экзона 19; NT — контроль без обработки АОН; С — контроль с АОН против гена люци
феразы; нег. — отрицательный контроль. (В) Схема минигена, экспрессирующего фрагмент гена
CASK. Стрелки обозначают положение праймеров. (Г) Схема мутагенеза минигена. wt — дикий
тип. (Д) Пропуск экзона 19 в m3 и m4 качественно и количественно подавляется, а в m3m4 сплай
синг возвращается к состоянию дикого типа. Символы *, **, *** и ns обозначают статистически
значимые различия на уровне значимости 5%, 1% и 0.1%, и не значимые различия, соответственно.

мутанте (m3m4) степень включения экзона 19 количественно восстанавливается
до уровней дикого типа (рис. 5.5Д).

5.2.3 Регуляция взаимоисключающего сплайсинга в гене ATE1

Ген ATE1 кодирует аргинил-трансферазу, которая участвует в посттранс
ляционной модификации белков, перенося аргинин к N-концевым остаткам на
полипептидной цепи [469]. Белок ATE1 является необходимым элементом во
многих биохимических каскадах и участвует в регуляции протеолиза [470; 471],
ответе на стресс и тепловой шок [472—474], эмбриогенезе [475—477], регенера
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тивных процессах [478—480] и старении [481; 482]. Дефицит ATE1 приводит
к эмбриональной смертности и тяжелым дефектам развития у мышей [476;
477; 483; 484].

Альтернативные сплайс-изоформы ATE1 отличаются взаимоисключаю
щим выбором двух соседних гомологичных экзонов (7a и 7b) длиной 129 п.о.
каждый, а также альтернативным выбором первого экзона [485]. Двумя основ
ными изоформами мРНК ATE1 являются Ate1-1 (1b7a) и Ate1-2 (1b7b) [486].
У мышей Ate1-1 и Ate1-2 стабильно экспрессируются во всех тканях, но их со
отношение варьирует от 0.1 в скелетных мышцах до 10 в семенниках [485; 487;
488]. Ate1-2 локализуется исключительно в цитозоле, а Ate1-1 локализуется как
в цитозоле, так и в ядре [485] и может специфически взаимодействовать с Liat1
— специфически экспрессирующимся в семенниках белком [489]. Инактивация
экспрессии ATE1 приводит к развитию опухолей в ксенографных мышиных мо
делях, причем рост опухоли можно частично остановить введением стабильно
экспрессируемой изоформы Ate1-1, но не Ate1-2 [490]. Соотношение изоформ
ATE1, содержащих экзоны 7a и 7b, существенно меняется во время мейоза у
самцов мышей, что указывает на их роль в мейотическом цикле зародышевых
клеток [488]. Таким образом, изоформы ATE1 с экзонами 7a и 7b кодируют
функционально различные аргинилтрансферазы.

До настоящего момента молекулярный механизм взаимоисключающего
сплайсинга экзонов 7a и 7b гена ATE1 не был изучен. Однако известно, что кла
стеры взаимоисключающих экзонов часто образуются при тандемных геномных
дупликациях [124; 347; 491], причем многие из них регулируются конкурирую
щими структурами РНК [121]. Более того, конкурирующие структуры РНК
могут возникать как естественный побочный продукт тандемных дупликаций,
при которых удваивается одна из двух комплементарных последовательно
стей [125; 391]. Поскольку экзоны 7a и 7b ATE1 гомологичны и схожи по длине,
то естественно предположить, что их сплайсинг также регулируется конкури
рующими структурами РНК.

Действительно, в геномном фрагменте между экзонами 6–8 гена ATE1
методы IRBIS и PREPH идентифицировали несколько ККУ (рис. 5.6А). Две
из них, называемые R1 и R4, перекрываются с акцепторными сайтами эк
зонов 7a и 7b и комплементарны последовательности R3, расположенной в
интроне между ними. Интрон, соединяющий экзоны 7a и 7b, также содер
жит консервативную последовательность R2, которая комплементарна другой
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Рисунок 5.6 — Расположение ККУ в гене ATE1 человека. (A) Геномная организация фрагмента ге
на ATE1 между экзонами 6–8. Показаны пять эволюционно консервативных интронных элементов
(R1–R5). Консервативные позиции отмечены звездочками. (Б) Последовательности R1 и R4 похожи
между собой и конкурируют за спаривание оснований с R3; участок R2 комплементарен R5, кото
рый расположен в 30000 п.о. от него в сторону 3’-конца. (В) Относительная экспрессия изоформ
экзона 7a/7b (разность log10

7𝑎
7𝑏 между опухолью и нормальной тканью) значительно повышена в

аденокарциноме желудка (STAD), прямой кишки (READ), толстой кишки (COAD), предстательной
железы (PRAD), и плоскоклеточном раке легкого (LUSC); FWER < 0.05 – желтый, 𝑃 < 0.05 –

серый.

консервативной последовательности R5, расположенной в интроне между эк
зонами 7b и 8 на расстоянии около 30000 п.о. от R2 в направлении 3’-конца.
Характер комплементарности между этими областями предполагает, что R1 и
R4 могут конкурировать друг с другом за спаривание с R3, а вместе со спари
ванием R2 с R5 они образуют псевдоузел (рис. 5.6Б).

Экзоны 7a и 7b имеют широкий диапазон уровней включения в здо
ровых тканях человека (медианы 33% и 67%, соответственно) с наиболее
заметным отклонением в семенниках (медианы 60% и 39%, соответственно),
причем одновременного включения или одновременного пропуска обоих экзо
нов практически не наблюдается. Однако по сравнению с соответствующими
нормальными тканями в образцах аденокарциномы простаты, а также других
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эпителиальных опухолей, включая аденокарциному желудка, прямой кишки,
толстой кишки и плоскоклеточный рак легких, наблюдается значительное уве
личение соотношения сплайс-изоформ 7a/7b (рис. 5.6В).

Конкурирующие структуры РНК между R1, R3 и R4 контролируют
взаимоисключающий сплайсинг

Для того, чтобы проверить, участвует ли структура РНК в регуляции
сплайсинга ATE1, был сконструирован охватывающий экзоны 6–8 миниген, при
чем эндогенный интрон после экзона 7b был уменьшен в размере до 2 т.п.о. из-за
очевидных ограничений при клонировании больших фрагментов (рис. 5.7А).
Поскольку речь идет о конкурирующих структурах РНК (R1/R3 и R3/R4), для
экспериментальной проверки требуются не двойные, а тройные мутанты, стра
тегия построения которых заключается в том, чтобы внести точечные мутации,
которые нарушают структуру РНК по отдельности, но восстанавливают ее при
внесении в различных комбинациях (рис. 5.7Б,В). Как показывает качествен
ная ОТ-ПЦР (рис. 5.7Г), мутация m2, разрушающая спаривание оснований
R1/R3, приводит к увеличению уровня включения экзона 7a, тогда как мута
ция m11, разрушающая спаривание оснований R3/R4, приводит к увеличению
уровня включения экзона 7b. Мутация m1, разрушающая спаривание R3 и с
R1, и с R4, приводит к увеличению доли транскриптов с двойными экзонами.
При этом компенсаторная двойная мутация m1m2, восстанавливающая спарива
ние R1/R3, но разрушающая R3/R4, повышает уровень включения экзона 7b.
Наоборот, компенсаторная двойная мутация m1m11, восстанавливающая спа
ривание R3/R4, но разрушающая спаривание R1/R3, приводит к увеличению
уровня включения экзона 7a. Наконец, соотношение сплайс-изоформ в тройном
мутанте m1m2m11, в котором восстановлена комплементарность как R1/R3,
так и R3/R4, похоже на соотношение сплайс-изоформ в диком типе больше,
чем в других мутантах.

Тернарная диаграмма количественно оцененных с помощью ОТ-ПЦР-РВ
степеней включения экзона 7a, экзона 7b, а также двойных экзонов (7a7b)
содержит четыре кластера в зависимости от того, комплементарность меж
ду какими последовательностями (R1/R3, R3/R4, ни одна, или обе) была
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10%, 5%, 1% и не значимые различия, соответственно.
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нарушена (рис. 5.7Д). Доверительные интервалы, рассчитанные с помощью рас
стояния Махалнобиса для логарифмического преобразования пропорций [492],
подтверждают, что степени включения экзонов значительно различаются, если
разрушаются отдельные наборы спиралей. Несмотря на небольшие, но стати
стически значимые различия между отдельными мутантами внутри каждого
кластера, картина сплайсинга в тройном мутанте (m1m2m11) с восстановлен
ными R1/R3 и R3/R4 в целом ближе к дикому типу, чем к другим мутантам.
Примечательно, что соотношение включения экзонов 7a/7b меняется пропор
ционально разнице термодинамической стабильности структуры, образованной
R1/R3 и R3/R4 у всех мутантов, за исключением m2 и m11 (рис. 5.7Е).

Однако в клонированном фрагменте ATE1 отсутствует значительная
часть интрона 7, что может существенно влиять на сплайсинг. Для исследова
ния роли R1, R3 и R4 в регуляции сплайсинга эндогенного транскрипта ATE1
был использован АОН, комплементарный участку R3 (рис. 5.7Ж). Кроме того,
R1 и R4 перекрываются с сайтами сплайсинга, поэтому использование компле
ментарных к ним АОН неизбежно приведет к изменению сплайсинга за счет
блокировки распознавания сплайс-сайтов. ОТ-ПЦР показала, что трансфекция
АОН1 в концентрации 5 нМ или больше индуцирует включение двойных экзо
нов и подавляет включение отдельных экзонов, в то время как трансфекция
контрольного АОН не вызывает каких-либо изменений (рис. 5.7З). Количествен
ная ОТ-ПЦР-РВ с праймерами, специфичными для изоформ, подтверждает эти
наблюдения (рис. 5.7И). В совокупности мутагенез и действие АОН показыва
ют, что функция конкурирующих структур РНК, образуемых участками R1,
R3 и R4, заключается в поддержании взаимоисключающего сплайсинга экзо
нов 7a и 7b.

Дальние взаимодействия между R2 и R5 контролируют
соотношение сплайс-изоформ

Для исследования функции двух других консервативных областей, R2 и
R5, к минигену, несущему уменьшенный фрагмент ATE1, применялась ана
логичная мутационная стратегия (рис. 5.8А). Как показывает ОТ-ПЦР, при
раздельном введении разрушающих структуру мутаций m3 и m4 почти полно
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значимости и не значимые различия, соответственно.

стью подавляется включение экзона 7a и усиливается включение экзона 7b, а
компенсаторный мутант m3m4 возвращает соотношение сплайс-изоформ к со
стоянию дикого типа (рис. 5.8Б). Количественно этот эффект подтверждается
ОТ-ПЦР-РВ (рис. 5.8В). Следует отметить, что разрушающие мутации влия
ют только на соотношение изоформ с взаимоисключающими экзонами, но не
вызывают появления двойных экзонов.

В эндогенной пре-мРНК R2 и R5 расположены на расстоянии около
30000 п.о. друг от друга, а в минигенной конструкции расстояние между ни
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ми было сокращено до 2000 п.о. Проверить влияние спаривания R2/R5 на
сплайсинг эндогенного транскрипта можно с помощью АОН, комплементарных
R2 и R5, называемых АОН2-1 и АОН2-2, соответственно (рис. 5.8Г). ОТ-ПЦР
(рис. 5.8Д) и ОТ-ПЦР-РВ (рис. 5.8Е) показывают, что увеличение концентра
ции как АОН2-1, так и АОН2-2 приводит к уменьшению включения экзона 7a
и увеличению включения экзона 7b без появления двойных экзонов. Из этих
наблюдений можно заключить, что дальние взаимодействия между R2 и R5
регулируют соотношение сплайс-изоформ гена ATE1.

Взаимосвязь между локальными и дальними взаимодействиями в
структуре РНК

Как было выяснено, вторичная структура пре-мРНК ATE1 состоит из
двух модулей, R1/R3/R4 и R2/R5, первый из которых контролирует взаимо
исключающий сплайсинг экзонов 7a и 7b, а второй регулирует соотношение
сплайс-изоформ. Для изучения взаимодействия этих модулей друг с другом
было исследовано влияние АОН2-1, который блокирует дальние взаимодей
ствия между R2 и R5, на уровни включения экзонов 7a и 7b в минигенах с
разрушающими структуру R1/R3/R4 мутациями, а также у компенсаторных
мутантов. Действие АОН2-1 было эквивалентно действию мутаций, которые
разрушают взаимодействие между R2 и R5, независимо от мутаций, изменя
ющих комплементарность R1/R3 и R3/R4, т.е. АОН2-1 подавлял включение
экзона 7a и способствовал включению экзона 7b, не изменяя долю двойных
экзонов (рис. 5.9А). Таким образом, дальние взаимодействия между R2 и R5
играют доминирующую роль в выборе между экзонами 7a и 7b, при этом не
влияя на их взаимоисключающий выбор.

Для исследования взаимодействия между R1/R3/R4 и R2/R5 в эндоген
ном транскрипте использовалось одновременное добавление АОН1 и АОН2-1.
Клетки были обработаны комбинацией 25 нМ АОН1 и 25 нМ АОН2-1. Обра
ботка только АОН1 увеличивала долю двойных экзонов на 28% без изменения
степени включения экзона 7b, тогда как обработка только АОН2-1, наоборот,
увеличивала степень включения экзона 7b на 31% без образования двойных эк
зонов. Одновременное добавление АОН1 и АОН2-1 привело к промежуточному
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результату, при котором включение экзона 7b увеличилось на 16%, а включе
ние двойных экзонов увеличилось на 7%. Этот эффект был аналогичен ответу
мутанта m1 на обработку АОН2-1, при котором нарушалось взаимодействие
между R1, R3 и R4 (рис. 5.9Б).

Эти результаты подтверждают предположение о функциональных раз
личиях между двумя структурными модулями в пре-мРНК ATE1. Модуль
конкурирующих локальных структур РНК (R1/R3/R4) отвечает за взаимное
исключение экзонов 7a и 7b, а модуль дальних взаимодействий между R2 и
R5 контролирует баланс сплайс-изоформ. Поскольку соотношение сплайс-изо
форм различается в разных тканях и изменяется при заболеваниях (рис. 5.6В),
естественно задать вопрос о том, какие факторы могут влиять на АС через
структуру РНК.

Влияние скорости элонгации транскрипции на структуру РНК и АС

Как уже говорилось в разд. 3.3, скорость элонгации транскрипции ока
зывает значительное влияние на АС [493]. Несмотря на то, что медленная
элонгация транскрипции открывает окно возможностей для распознавания про
пускаемых в обычных условиях экзонов, в ряде случаев эффект может быть
прямо противоположным [72; 77; 494]. Для изменения скорости элонгации
транскрипции был выбран α-аманитин — селективный ингибитор, который вза
имодействует с основной субъединицей RNAPII и переключает транскрипцию
в «медленный режим» [495; 496]. После обработки α-аманитином соотношение
28S рРНК/GAPDH увеличилось почти вдвое, а также в некоторых генах были
обнаружены характерные для замедления RNAPII продукты сплайсинга, из
вестные из литературы [497]. Таким образом, было показано, что α-аманитин
действительно ингибирует скорость элонгации RNAPII.

В эндогенном транскрипте ATE1 воздействие α-аманитина приводит к
заметному снижению уровня включения экзона 7b, увеличению уровня вклю
чения экзона 7a и незначительному увеличению уровня включения двойных
экзонов (рис. 5.9В). Эта же закономерность наблюдается в данных секвени
рования РНК для медленного мутанта RNAPII (R749H) [79]. При этом в
минигенной конструкции соотношение изоформ с экзонами 7a и 7b под дей
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ствием α-аманитина существенно не меняется, что заставляет предположить,
что отсутствие эффекта в минигене может быть связано с укорочением рассто
яния между R2 и R5.

Для того, чтобы исследовать совместное влияние замедления элонгации
транскрипции и разрушения структуры РНК на АС в эндогенном транскрип
те ATE1, использовалось одновременное добавление α-аманитина и обработка
АОН2-1 в концентрации, блокирующей комплементарное спаривание R2/R5.
Добавление α-аманитина в отсутствие АОН2-1 увеличивало уровень включения
экзона 7a, а при разрушении спаривания R2/R5 при помощи AON2-1 добав
ление α-аманитина не приводило к подобному увеличению (рис. 5.9Г). Это
указывает на то, что увеличение соотношения изоформ с экзонами 7a после
обработки α-аманитином в эндогенном транскрипте с интактной структурой
R2/R5 связано не с распознаванием сплайсосомой экзона 7a, а с более длитель
ным временным окном, которое позволяет структуре РНК свернуться. Таким
образом, образование дальних комплементарных взаимодействий между R2 и
R5 зависит от скорости элонгации транскрипции и опосредует влияние замед
ления RNAPII на сплайсинг.

Один из механизмов замедления RNAPII в клетках млекопитающих за
действует комплекс NELF, который функционирует не только в промоторных
областях, но и взаимодействует с интеграторным комплексом, который специ
фически контролирует замедление и высвобождение RNAPII в кодирующих
генах [498; 499]. Субъединица NELFE, связывание которой вызывает замед
ление RNAPII [500—502], высоко экспрессируется в семенниках, где уровень
включения экзона 7a также является наибольшим. Было обнаружено, что инак
тивация NELFE при помощи микроРНК в клеточных линиях HepG2 и K562
приводит к значительному уменьшению включения экзона 7a с 94% до 48%, и
что CUGAGG, канонический мотив NELFE у дрозофилы [503], встречается 14
раз в интроне между экзонами 7b и 8, в то время как по случайным причи
нам в среднем можно было бы ожидать только 6.5 таких случаев (𝑃 = 0.007).
Это наблюдение заставляет предположить, что именно NELFE регулирует соот
ношение изоформ экзонов 7a/7b в семенниках, влияя на котранскрипционное
сворачивание структуры R2/R5.

Для проверки этого предположения фактор NELFE был суперэкспрес
сирован под промотором CMV, а его суперэкспрессия была подтверждена с
использованием соотношения NELFE/GAPDH, измеренного с помощью ОТ
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ПЦР-РВ и с помощью вестерн-блота (рис. 5.9Д). Измерение уровней включения
экзонов 7a и 7b через 24 часа после трансфекции показало, что NELFE спо
собствует включению экзона 7a и подавляет включение экзона 7b (рис. 5.9Е).
Та же самая картина наблюдалась при обработке α-аманитином и в медлен
ном мутанте RNAPII. Логично предположить, что специфичное для семенников
включение экзона 7a может быть опосредовано структурой РНК и медленной
элонгацией RNAPII, которая вызвана специфичной для семенников экспрес
сией NELFE.

5.3 Экспериментальная валидация РНК-структур в других генах

В этом разделе без иллюстраций перечисляются предсказанные струк
туры РНК, влияние которых на сплайсинг также было экспериментально
показано, однако сами эксперименты во многом повторяют уже описанные и
не заслуживают подробного обсуждения [108; 447; 504].

Ген SF1 кодирует важнейший фактор сплайсинга, который участвует в
АТФ-зависимом формировании сплайсосомного комплекса у позвоночных [504].
Пре-мРНК SF1 состоит из четырнадцати экзонов, некоторые из которых
подвергаются альтернативному сплайсингу. Согласно предсказаниям, интрон
между экзонами 9 и 10, содержит пару ККУ, которые расположенны на рассто
янии 260 п.о. друг от друга и потенциально могут способствовать сплайсингу,
поскольку акцепторный сайт экзона 10 в является слабым, так как его по
следовательность (TAG) отличается от консенсусной (CAG), а бóльшая часть
полипиримидинового тракта отсутствует. Однако, вопреки ожиданиям, при раз
рушении комплементарности между ККУ не происходит удержания интрона, а,
наоборот, происходит вырезание более длинного интрона с дистальным акцеп
торным сайтом, расположенным на 21 нт в сторону 3’-конца по отношению к
эндогенногму сайту. Оказалось, что при удержании интрона между экзонами 9
и 10 в рамке считывания образуется PTC и мРНК деградирует по пути NMD.
Поскольку фактор SF1 критически важен для выживания клетки, она пред
почитает исключить семь аминокислот из последовательности белка за счет
использования «аварийного» акцепторного сайта для того, чтобы избежать пол
ной деградации мРНК этого гена [108].
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Кроме этого примера, были изучены дальние взаимодействия в струк
туре РНК мышиных гомологов генов CASK и PHF20L1 человека, mCASK
и mPHF20L1. Оказалось, что ККУ, выпетливающие соответствующие кассет
ные экзоны, также регулируют АС в этих генах, т.е. они представляют собой
эволюционно и функционально консервативный механизм контроля АС [504].
Выпетливающие кассетный экзон ККУ также были обнаружены в кодирующем
член семейства серин/треониновых протеинкиназ гене MARK2, активность ко
торого существенна при прогрессировании ряда опухолей, а повышение уровня
экспрессии коррелирует с опухолевой трансформацией. MARK2 может участ
вовать в активации клеточного цикла и репарации ДНК, а также влиять
на лекарственную устойчивость [505] и эпителиально-мезенхимальный пере
ход [506]. Вторичная структура, образуемая найденными ККУ, регулирует
частоту включения экзона 17 и может модулироваться АОН. По результатам
этого исследования получен патент на изобретение №2023124153/10(053096)
«Система направленного изменения сплайсинга в гене MARK2», в основе
которого лежит действие антисмысловых олигонуклеотидов на структуру
РНК [447].

За рамками данной диссертационной работы экспериментальная валида
ция предсказанных структур РНК проводилась в нескольких международных
исследовательских группах, из которых следует особенно отметить группу из
Института наук о жизни Чжэцзянского университета под руководством проф.
Юнфэн Джин. В 2016 году им была независимо обнаружена структура РНК
(№39 в табл. 1 из [107]) в гене Srp дрозофилы, который играет важную роль в
дифференцировке кишечника и кроветворении, и экспериментально валидиро
вано ее влияние на АС [5], а также несколько других функционально важных
РНК-структур.
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5.4 Обсуждение результатов и выводы

5.4.1 Механизмы модуляции АС вторичной структурой РНК

Минигенные конструкции содержат участки генов, включающие в себя
экзоны и фланкирующие интронные области с предполагаемыми регуляторны
ми элементами. Использование данной модельной системы позволяет вносить
мутации в элементы вторичной структуры РНК и оценивать их влияние
на сплайсинг. Однако следует отметить, что в некоторых случаях миниген
ные конструкции технически не способны обнаружить изменения в событиях
сплайсинга при разрушении структуры РНК. Например, было показано, что
шпилечная структура влияет на сплайсинг пре-мРНК гена Adh дрозофилы
и изменяет уровень экспрессии соответствующего белка, но изменения сплай
синга, наблюдаемые при разрушении шпильки in vivo, составляют только
6% [507]. Существенные различия в частоте включения кассетных экзонов так
же наблюдаются между сплайсингом в минигене и сплайсингом в эндогенном
транскрипте. Эти различия следует учитывать при интерпретации результатов
валидации структур РНК в минигенах и с помощью блокирующих АОН.

Как показывают полученные результаты, модуляция АС вторичной струк
турой РНК обеспечивает естественный механизм контроля за соотношени
ем сплайс-изоформ и выбором сплайс-сайтов. В гене атрофина дрозофилы
(разд. 5.1.2) два альтернативных акцепторных сайта используются с одина
ковой частотой только тогда, когда вторичная структура частично блокирует
более сильный из них. Таким образом, сбалансированное использование двух
акцепторных сайтов обеспечивается за счет формирования вторичной структу
ры РНК без привлечения транс-действующих факторов. Некоторые природные
системы, такие как ген TAU человека, также поддерживают баланс сплайс
изоформ с помощью структуры РНК, а изменения этого баланса вследствие
нарушения структуры приводит к развитию патологий [508]. В гене CG33298
вторичная структура полностью блокирует альтернативный донорный сайт,
что дает пример структуры РНК, блокирующей вредоносный криптический
сплайс-сайт (разд. 5.1.1). В гене ATE1 человека конкурирующие спаривания
между участками R1, R3 и R4 обеспечивают взаимоисключающий сплайсинг
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экзонов 7a и 7b, причем соотношение сплайс-изоформ в одиночных и двойных
мутантах прекрасно коррелирует с различием в термодинамической стабильно
сти структур (разд. 5.2.3). Таким образом, результат сплайсинга определяется
совокупным действием множества факторов, таких как сила сплайс-сайта, ки
нетика и термодинамика образования вторичной структуры.

Как видно на примере генов Nmnat, CASK, PHF20L1, и ATE1, дальние
взаимодействия в структуре РНК могут простираться на десятки тысяч п.о.,
а образуемые ими петли могут изменять соотношение сплайс-изоформ, управ
лять включением кассетных экзонов и даже влиять на полиаденилирование. В
гене Nmnat дрозофилы выпетливание необходимо для приближения дисталь
ного и снижения конкурентоспособности проксимального акцепторного сайта,
причем разрушение структуры не только активирует дистальный сайт, но и
запускает интронное полиаденилирование (разд. 5.1.3). Комплементарное спа
ривание между последовательностями R2 и R5 в гене ATE1, которое охватывает
30000 п.о. и является самым длинным из известных на сегодняшний день даль
них взаимодействий, регулирует соотношение сплайс-изоформ с экзонами 7a
и 7b в зависимости от скорости элонгации транскрипции. Элонгация тран
скрипции влияет на АС через структуру РНК, изменяя кинетику сворачивания,
поскольку в присутствии комплементарного спаривания R2/R5 соотношение эк
зонов 7a/7b реагирует на замедление RNAPII, а при его разрушении этого не
происходит. Как показано здесь, одним из факторов, регулирующих этот про
цесс, является NELFE — специфичная для семенников субъединица комплекса
NELF, которая может способствовать включению экзона 7a в семенниках пу
тем замедления элонгации транскрипции.

5.4.2 О происхождении конкурирующих структур РНК

Известно, что нуклеотидные последовательности экзонов, входящих в со
став взаимоисключающих кластеров, часто имеют высокий уровень сходства,
что указывает на их происхождение в результате тандемных геномных дупли
каций [491]. Также известно, что взаимоисключающий сплайсинг экзонов часто
регулируется конкурирующими структурами РНК — группами регуляторных
элементов в пре-мРНК, называемых селекторными сайтами, которые конкури
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руют друг с другом за комплементарное спаривание с одним и тем же общим
элементом — докерным сайтом.

В гене ATE1 экзоны 7a и 7b гомологичны друг другу и схожи по длине,
что согласуется с гипотезой об их происхождении в результате тандемной
геномной дупликации [79]. Можно предположить, что она произошла после
расхождения хордовых, поскольку гомолог экзона 7b отсутствует у беспозвоноч
ных. Как было показано в разд. 5.2.3, селекторные сайты R1 и R4 конкурируют
за спаривание с докерным сайтом R3, тем самым регулируя взаимоисклю
чающий выбор экзонов, однако их происхождение невозможно проследить,
поскольку на больших эволюционных расстояниях конкурирующие вторичные
структуры РНК, как правило, не консервативны [124]. Следует также отметить,
что длина интрона, следующего за экзоном 7b, уменьшается с увеличением
эволюционного расстояния до человека. Комплементарное спаривание R2/R5
могло возникнуть уже после дупликации, чтобы противодействовать расшире
нию этого интрона, содержащего длинные диспергированные повторы [79].

Однако взаимное расположение донорного и селекторных сайтов в ATE1
отличается от расположения донорного и селекторных сайтов в гене Dscam1,
для которого эта модель была впервые предложена [4]. В одной из моих
работ было высказано предположение о том, что тандемные дупликации, за
трагивающие экзоны и части фланкирующих интронов, неизбежно приводят к
образованию конкурирующих структур РНК и, как следствие, к взаимоисклю
чающему типу сплайсинга [125].

Если дупликация (рис. 5.10) затрагивает область генома, содержащую
экзон и часть левого фланкирующего интрона, а интрон, находящийся меж
ду экзонами 1 и 2, содержит пару комплементарных последовательностей, 𝑎
и 𝑎′, которые способны образовывать шпилечную структуру, то в результате
дупликации, удваивающей только одну из двух комплементарных частей (𝑎′)
две копии экзона 2 будут располагаться тандемно, а 𝑎′ и его копия 𝑎′′ будут
комплементарны 𝑎. Такая дупликация создает пару конкурирующих структур,
в которых 𝑎 спаривается либо с 𝑎′, либо с 𝑎′′, причем в первом случае вклю
чается экзон 2.1, а во втором случае он выпетливается и пропускается [125].
Аналогичным образом дупликации могут создавать конкурирующие структу
ры 𝑏 − 𝑏′ − 𝑏′′ с правым докерным сайтом (рис. 5.11).

В кластерах взаимоисключающих экзонов, в которых были обнаружены
докерные и селекторные сайты, системы с правым докерным сайтом пре
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Рисунок 5.10 — Механизм образования конкурирующих структур РНК с левым докерным сайтом
посредством дупликации. Если дупликация затрагивает экзон и одно плечо шпилечной структуры,
расположенной в левом фланкирующем интроне, то образуется пара селекторных сайтов, которые

могут конкурировать за один докерный сайт.

обладают над системами с левым докерным сайтом [125]. Фундаментальное
различие ними заключается в регулируемости спаривания докерного сайта с
селекторными последовательностями. Поскольку структура РНК формируется
котранскрипционно, то спаривание 𝑎′−𝑎 получает кинетическое преимущество
по сравнению со спариванием 𝑎 − 𝑎′′, если докерный сайт расположен в левом
интроне, а если докерный сайт расположен в правом интроне, то 𝑏′′ и 𝑏′ транс
крибируются последовательно и получают равные шансы на спаривание с 𝑏.

1 2 3
b′ b

1 2 3 1 2 3
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1 2.1 3
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Рисунок 5.11 — Механизм образования конкурирующих структур РНК с правым докерным сайтом
посредством дупликации (аналогично рис. 5.10).

Исследование структуры РНК в кластере экзонов 4 гена srp дрозофилы
позволило предложить так называемую двунаправленную модель регуляции
взаимоисключающего сплайсинга [5]. В гене srp две пары консервативных
комплементарных интронных участков окружают два альтернативных экзо
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на, причем каждая из двух пар способствует активации одного экзона и
инактивации второго. Их комплементарные спаривания не являются взаимоис
ключающими, но они образуют псевдоузел. Эта модель регуляции применима
и к другим генам, таким как RIC-3 и MRP1, кластеру экзонов 4 перепончато
крылых и кластеру экзонов 9 чешуекрылых генов семейства Dscam [5; 509].

Небольшая модификация сценария, показанного на рис. 5.10, может объ
яснить эволюционный механизм, который способен генерировать описанные
структуры (рис. 5.12). А именно, в результате геномной дупликации, затраги
вающей экзон и два его фланкирующих интрона, которые содержат две пары
комплементарных последовательностей, 𝑎− 𝑎′ и 𝑏′ − 𝑏, две копии экзона снова
будут расположены тандемно, а также образуются две конкурирующие структу
ры РНК, в которых 𝑎−𝑎′ конкурирует с 𝑎−𝑎′′, а 𝑏′−𝑏 конкурирует с 𝑏′′−𝑏. При
этом они всегда будут расположены так, что 𝑏′′ будет находиться в направлении
5’-конца гена относительно 𝑎′′, что совпадает с наблюдаемым расположением
в гене srp. Несмотря на то, что каждая пара конкурирующих структур может
образовываться независимо от другой, не все четыре комбинации равновероят
ны из-за псевдоузла. Если 𝑎 взаимодействует с 𝑎′, а 𝑏′′ взаимодействует с 𝑏, то
экзон 2.2 выпетливается и пропускается. Наоборот, если 𝑎 взаимодействует с 𝑎′′,
а 𝑏′ взаимодействует с 𝑏, то экзон 2.1 выпетливается и пропускается. В отличие
от однонаправленной модели (рис. 5.10), двунаправленная модель объясняет
механизм подавления включения одного экзона при включении другого.
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a a′ b′ b

1 2 3 1 2 3

1 2.1 2.2 3
a a′ a′′b′′ b′ b
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2.2

1 2.2 3
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Рисунок 5.12 — Если тандемная дупликация затрагивает экзон и части двух его фланкирующих
интронов, каждая из которых содержит шпилечную структуру, она может создать две пары конку
рирующих комплементарных последовательностей, каждая из которых будет выпетливать один из
экзонов 2.1 и 2.2. Расположение комплементарных частей в точности соответствует двунаправлен

ной модели в гене srp.
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Эти эволюционные модели дают объяснение тому, как последовательности
докерных и селекторных сайтов могут самопроизвольно возникать в результате
тандемных дупликаций. В гене ATE1, в котором докерный сайт R3 расположен
между селекторными сайтами R1 и R4, мог иметь место аналогичный сценарий,
при котором предковое состояние со шпилечной структурой вокруг донорного
сайта экзона 7b было дуплицировано вместе с R4, но не R3 (рис. 5.6).

5.4.3 Использование АОН для терапевтической модуляции
сплайсинга

Бóльшая часть технологий, связанных с направленным изменением сплай
синга в терапевтических целях, основана на использовании АОН, компле
ментарных участкам вокруг донорного или акцепторного сайтов сплайсинга,
примыкающих к интересующему экзону. Такие олигонуклеотиды обычно бло
кируют распознавание сплайсосомой сайтов сплайсинга, и, таким образом,
могут способствовать пропуску экзона или подавлению использования болез
нетворного сайта сплайсинга. О терапевтических модифицированных АОН,
активирующих, а не блокирующих сплайсинг, в настоящее время практически
ничего не известно.

Примеры структур РНК в генах CASK и PHF20L1 и их влияние на
АС показывают, что использование двухцепочечных участков РНК в качестве
мишеней АОН позволяет не только подавлять, но и активировать включение эк
зонов. Таким образом, разработка АОН, направленных на элементы вторичной
структуры РНК в интронах, открывает новые терапевтические возможности
для лечения заболеваний, вызываемых нарушением сплайсинга. При этом сле
дует отметить, что АОН, блокирующие одну или другую последовательность в
паре ККУ, могут иметь разную эффективность в отношении блокировки РНК
структур и, как следствие, по-разному влиять на АС. Такие различия, по всей
видимости, связаны с котранскрипционным сворачиванием пре-мРНК, при ко
тором 5’-ККУ транскрибируется первым и сразу вступает во взаимодействие
с АОН, в то время как после появления 3’-ККУ конкурентное преимущество
у АОН теряется. По своей сути это явление аналогично преобладанию систем
с правым докерным сайтом над системами с левым докерным сайтом. Таким
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образом, кинетика котранскрипционного сворачивания РНК является важным
фактором, который необходимо учитывать при разработке терапевтических мо
дифицированных АОН, влияющих на вторичную структуру РНК.
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Глава 6. Регуляция непродуктивного сплайсинга РСБ и структурой
РНК

В этой главе приводятся результаты, полученные мной в период с 2015 по
2024 год в сотрудничестве с лабораториями под руководством проф. Родрига
Гигó (Центр Геномной Регуляции, г. Барселона), проф. Адама Франкиша (Ев
ропейский институт биоинформатики, г. Кембридж) и проф. О.А. Донцовой
(Московский Государственный Университет им. М.В. Ломоносова) [173; 216;
351; 356; 357; 510].

6.1 Исследование ауторегуляторного непродуктивного сплайсинга

Изложенный в этом разделе метод обнаружения ауторегуляторных петель
непродуктивного сплайсинга с отрицательными обратными связями основан
на данных секвенирования РНК из общедоступных источников. Для нахожде
ния непродуктивных событий используются данные по ответу транскриптома
клеток HEK293 на совместную инактивацию двух компонентов системы NMD
— хеликазы UPF1, обладающей активностью РНК-зависимой АТФазы, и
5’-3’ экзорибонуклеазы XRN1 [367]. Предсказание регуляторных взаимодей
ствий основано на данных по ответу транскриптома клеток K562 и HepG2
на инактивацию РСБ и данных eCLIP, полученных для этих же клеточных
линий в рамках международного проекта ENCODE (Encyclopedia of DNA
Elements) [110; 362]. Несмотря на то, что эти данные получены с использова
нием разных клеточных линий, их можно применить для обнаружения общих
для клеточного гомеостаза регуляторных механизмов.

6.1.1 Ядовитые и необходимые экзоны

Количественная оценка изменения сплайсинга во всех экспериментах
производилась с помощью метрики ∆Ψ, которая равна разности степеней
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Рисунок 6.1 — Изменение степени включения экзонов при кодеплеции UPF1/XRN1 по сравнению
с контролем (Ψ(KD-контроль)) в зависимости от среднего уровня экспрессии. Значимые на уровне

0.1% отклонения показаны оранжевым цветом.

включения экзона (Ψ) в эксперименте и в контроле. Метрика ∆Ψ принимает
значения в интервале от −1 до 1 и может интерпретироваться как изменение
процентного соотношения сплайс-изоформ, в которых экзон включается. Од
нако степень «экстремальности» значений ∆Ψ зависит от уровня экспрессии
гена: для низкоэкспрессирующихся генов наблюдать большие по абсолютной
величине изменения ∆Ψ намного менее удивительно, чем для высокоэкспресси
рующихся генов. Для оценки статистической значимости ∆Ψ был разработан
простой статистический метод, во многом аналогичный MA-диаграмме, которая
обычно используются для представления изменений генной экспрессии по срав
нению со средним значением между двумя образцами [511]. Суть метода состоит
в оценке дисперсии распределения ∆Ψ в зависимости от уровня экспрессии ге
на, который можно оценить так же, как и Ψ, используя разрывные чтения, с
последующим применением поправки на множественное тестирование для оцен
ки доли ложноположительных предсказаний по методу 𝑞-значений [173; 377].

Совместное распределение ∆Ψ и логарифма уровня экспрессии имеет
характерную форму равнобедренного треугольника (рис. 6.1), причем значи
мые изменения Ψ располагаются вдоль его боковых сторон. Среди генов,
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содержащих реактивные к инактивации NMD экзоны, присутствуют основные
сплайсосомные белки, SR-богатые белки, hnRNP и другие РНК-связывающие
белки. Такая же картина наблюдается и при совместной деплеции XRN1 и
SMG6 — другого ключевого фактора системы NMD, причем значения ∆Ψ в
при кодеплеции UPF1/XRN1 и SMG6/XRN1 хорошо скоррелированы (коэффи
циент корреляции Пирсона 𝑟 = 0.85) [173].

При инактивации системы NMD уровни включения аннотированных ядо
витых экзонов, определяемых как кассетные экзоны, содержащие стоп кодон
NMD-транскрипта, в среднем увеличиваются по сравнению с контрольной
выборкой кодирующих кассетных экзонов (рис. 6.2А). Например, уровень вклю
чения известного ядовитого экзона, расположенного в 3’-UTR гена SRSF3,
значительно усиливается (∆Ψ = 0.34). И наоборот, уровни включения необ
ходимых экзонов, определяемых как экзоны длины 3𝑛 + 1 или 3𝑛 + 2, где 𝑛

— целое число, в среднем уменьшаются по сравнению с контрольной выбор
кой экзонов длины 3𝑛 (рис. 6.2Б). Это определение корректно, так как экзоны
длины 3𝑛+ 1 и 3𝑛+ 2 приводят к сдвигу рамки считывания, который почти на
верняка вызывает PTC, тогда как большинство экзонов длины 3𝑛 не являются
необходимыми. Так, пропуск необходимого экзона 10 в гене PTBP2 значительно
подавляется при инактивации NMD (∆Ψ = −0.64).

Логика поиска заключается в том, что для ауторегуляции экспрессии
через непродуктивный сплайсинг РСБ должен связывать свою собственную пре
мРНК, т. е. содержать свой собственный сигнал eCLIP. Во-вторых, в ответ на
инактивацию системы NMD подавляемые в обычных условиях ядовитые экзо
ны должны повышать уровень включения (∆Ψ > 0), тогда как необходимые
экзоны, пропуск которых обычно подавляется, должны, наоборот, его снижать
(∆Ψ < 0). Наконец, ауторегуляция экспрессии РСБ может достигаться путем
активации или подавления включения экзонов. В случае активации ядовитого
экзона, инактивация экспрессии РСБ должна приводить к снижению уровня
включения (∆Ψ < 0), и наоборот, в случае подавления необходимого экзона она
должна приводить к повышению уровня включения (∆Ψ > 0). Таким образом,
ядовитые и необходимые экзоны должны реагировать на инактивацию системы
NMD и инактивацию гена-хозяина противоположным образом (рис. 6.2В).
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Рисунок 6.2 — Предсказание событий ауторегуляторного непродуктивного сплайсинга. (A) Частота
включения ядовитых экзонов по сравнению с кассетными кодирующими экзонами при инактивации
NMD. (Б) Частота включения необходимых экзонов (3𝑛+1 и 3𝑛+2) по сравнению с экзонами, кото
рые не являются необходимыми (3𝑛). Символ *** обозначает статистически значимые различия на
1% уровне значимости. (В) Отрицательная обратная связь, обусловленная активацией включения
ядовитого экзона (наверху) или подавлением пропуска необходимого экзона (внизу). (Г) Изменение
степени включения экзонов при инактивации NMD (ось 𝑦) и изменение степени включения экзо
нов при инактивации РСБ (ось 𝑥). Показаны экзоны с |ΔΨ| ⩾ 0.1. Экзоны, содержащие в своей
окрестности хотя бы один сигнал РСБ, показаны красным цветом. (Д) Ген SRSF7 связывает свою
собственную пре-мРНК, способствуя включению в нее ядовитых экзонов 4a и 4b. Показаны снимки

из Геномного браузера UCSC.
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6.1.2 Предсказание ауторегуляторного непродуктивного
сплайсинга

В применении к известным примерам ауторегуляторного непродуктивно
го сплайсинга, данный подход показывает, что ∆Ψ, как правило, имеют разные
знаки при инактивации NMD и РСБ, однако эти изменения не всегда зна
чимы. Например, пропуск альтернативного экзона 11 в мРНК гена PTBP1,
должен приводить к деградации по NMD, причем бóльшая часть транскриптов
PTBP1 в клетках HeLa уничтожается именно таким образом [197]. Экзон 11
является необходимым, однако изменения степени его включения невелики по
абсолютной величине (∆Ψ𝑈𝑃𝐹1 = −0.04 и ∆Ψ𝑃𝑇𝐵𝑃1 = 0.03) и статистически
не значимы. Интересно отметить, что в окрестности экзона 11 наблюдается
сигнал eCLIP, но два варианта экзона 9 реагируют на инактивацию PTBP1 с
гораздо более высоким ∆Ψ, что позволяет предположить, что пропуск экзо
на 11 не является основным регуляторным событием. Аналогично, 3’-НТО гена
TARDBP содержит несколько сигналов eCLIP, что подтверждает связывание
TARDBP в его собственной 3’-НТО. В нем обнаруживается ядовитый экзон с
∆Ψ𝑈𝑃𝐹1 = 0.25, однако при инактивации самого TARDBP существенных изме
нений сплайсинга не происходит.

Поскольку несколько известных из литературы мишеней непродуктивного
сплайсинга оказались ложноотрицательными, логичным решением представ
ляется ограничиться нахождением нескольких ярких примеров, используя в
качестве фильтра величину эффекта. При использовании порога |∆Ψ| ⩾ 0.1

как для инактивации NMD, так и РСБ, и накладывая условие, что пре-мРНК
должна содержать хотя бы один сигнал eCLIP, расположенный в пределах
5000 п.о. от реактивного экзона, находятся три кандидатных ядовитых экзо
на в генах SRSF7, U2AF1 и RPS3, а также один необходимый экзон в гене
SFPQ (рис. 6.2Г). Ниже обсуждается лишь один из этих примеров (SRSF7 ), а
обсуждение остальных можно найти в [173].

Ген SRSF7, также известный как фактор сплайсинга 9G8, принадлежит
семейству SR белков и играет важную роль в регуляции сплайсинга других
генов, а также регуляции ядерного экспорта, трансляции, пролиферации ра
ковых клеток и апоптоза [512—514]. Ранее было высказано предположение,
что SRSF7 может быть вовлечен в петлю отрицательной ауторегуляторной
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обратной связи [178]. Сделанные наблюдения подтверждают существование
двух ядовитых экзонов в SRSF7, причем включение ядовитых экзонов 4a и 4b
существенно повышается при инактивации NMD (∆Ψ𝑈𝑃𝐹1 = 0.24 и 0.14, соот
ветственно), а инактивация самого SRSF7 способствует пропуску этих экзонов
(∆Ψ𝑆𝑅𝑆𝐹7 = −0.10 и ∆Ψ𝑆𝑅𝑆𝐹7 = −0.05, соответственно). Это говорит о том, что
включение ядовитых экзонов 4a и 4b активируется самим SRSF7. Кроме того, в
обоих ядовитых экзонах расположены сигналы eCLIP белка SRSF7. В сумме все
эти наблюдения дают достаточно оснований считать, что избыток белка SRSF7
связывает свою собственную пре-мРНК, способствуя включению ядовитых экзо
нов и, тем самым, понижает уровень своей экспрессии. Следует отметить, что
предсказанный молекулярный механизм был экспериментально подтвержден
в последующих работах других авторов [515]. Его детали оказались намного
сложнее представленных здесь предсказаний. В частности, повышенные уров
ни экспрессии SRSF7 ингибируют систему NMD и способствуют трансляции
двух половин белка, называемых разделенными рамками считывания, с бици
стронного транскрипта.

6.2 Исследование кросс-регуляторного тканеспецифического
непродуктивного сплайсинга

Представленная в разд. 6.1 линия рассуждений применима и к обна
ружению событий кросс-регуляторного непродуктивного сплайсинга. Однако
учитывая тот факт, что далеко не все известные из литературы мишени
были найдены, а также то, что число попарных комбинаций эксперимен
тов по инактивации РСБ очень велико, а при использовании поправки на
множественное тестирование число ложноотрицательных предсказаний толь
ко увеличится, представляется целесообразным использовать больший объем
данных секвенирования РНК. В этом разделе рассказывается об обнаружении
тканеспецифических событий непродуктивного сплайсинга с использованием
транскриптомов тканей человека из консорциума GTEx [356].
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6.2.1 Тканеспецифически регулируемые события

Для предсказания тканеспецифических событий на основании базы дан
ных GENCODE [371] и литературных сведений был составлен каталог событий
непродуктивного сплайсинга. Среди них присутствовали события, для которых
механизм непродуктивного сплайсинга был подтвержден экспериментально
(валидированные) и те, для которых он был предсказан по аннотации (ан
нотированные). Из этого списка затем были извлечены события со значимой
отрицательной взаимосвязью между уровнем экспрессии гена-мишени (𝑒𝑔) и
метрикой Ψ, далее называемые значимыми событиями. Отметим, что в этом
разделе из соображений единообразия метрика Ψ определялась всегда по от
ношению к NMD-изоформе, т.е. Ψ = 1 для ядовитого экзона означает, что он
всегда включается, а Ψ = 1 для необходимого экзона означает, что он всегда
пропускается. Далее значимое событие классифицировалось как тканеспецифи
ческое, если оно имело согласованные отклонения медианных значений 𝑒𝑔 и
Ψ в какой-либо ткани от соответствующих медианных значений по всем об
разцам. Такие события назывались тканеспецифическими. Затем для каждого
потенциального РСБ-регулятора с тканеспецифической экспрессией находи
лись события, значимо откликающиеся на инактивацию экспрессии РСБ и
имеющие согласованное направление изменения экспрессии гена-мишени в тка
нях. Такие события назывались тканеспецифически регулируемыми. На эти
результаты накладывались данные о сайтах связывания РСБ из базы данных
POSTAR3 [516] и отбирались события двух типов: с сигналом CLIP в гене и
сигналом CLIP в окрестности события. Такие события назывались имеющими
поддержку CLIP в гене и имеющими локальную поддержку CLIP, соответствен
но.

Составленный каталог валидированных литературных событий и их ре
гуляторов состоял из 48 РСБ и 57 экзонов, образующих 237 регуляторных
пар РСБ-событие, в том числе 203 случая перекрестной регуляции и 34 слу
чая ауторегуляции. Каталог аннотированных событий включал в себя 5271
событие (табл. 8). Для исследования взаимосвязи между уровнем экспрессии
гена и метрикой Ψ были использованы 8500 образцов секвенирования РНК
из GTEx. После исключения некоторых тканей, в которых действие системы
NMD значительно отличается от действия в других тканях, и конститутивных
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Таблица 8 — Число событий непродуктивного сплайсинга.

Группа Валидированные Аннотированные Всего
Все 48 2754 2802
Значимые 11 568 579
Тканеспецифические 5 132 137
Тканеспецифически регули
руемые

4 80 84

Из них с поддержкой CLIP
в гене

4 46 50

Из них с локальной под
держкой CLIP

3 24 27

событий в списке осталось 2754 из 5271 аннотированных случаев и 48 из 57 ва
лидированных случаев. Согласованные изменения между уровнем экспрессии
и сплайсингом характеризовались разностью Ψ𝐻 − Ψ𝐿 медианных значений Ψ

и разностью ∆𝑒𝑔 медианных значений уровня экспрессии гена-мишени меж
ду верхним и нижним квартилями распределения Ψ. Значимость изменений
𝑒𝑔 между квартилями оценивалась с помощью 𝑧-значения из критерия Манна
Уитни. Было найдено 579 значимых событий с 𝑧 < −5, среди которых было
11 валидированных событий, в большинстве из которых Ψ значительно изме
нялось между квартилями (рис. 6.3А).

Наиболее сильная связь между Ψ и 𝑒𝑔 наблюдалась для хорошо известных
мишеней фактора PTBP1, таких как GABBR1 и DLG4, для которых разность
Ψ𝐻 − Ψ𝐿 была порядка 50% и сопровождалась более чем двукратным сниже
нием уровня экспрессии (рис. 6.3Б) [517—519]. Другие примеры включали в
себя события непродуктивного сплайсинга в гене RBM10, который является
важным компонентом сплайсосомы и связан с наследственными и онкологиче
скими заболеваниями, и гене TRA2A — онкогеном из семейства SR-богатых
белков [520—522]. В RBM10 пропуск необходимого экзона 6 приводит к сни
жению экспрессии, что способствует пролиферации опухолевых клеток при
аденокарциноме легкого [189; 523]. В TRA2A подавление экспрессии происхо
дит за счет стимуляции включения ядовитого экзона 2 продуктом гена TRA2A
и его паралогом TRA2B [202]. Значительные тканеспецифические отклонения
медианных значений Ψ и 𝑒𝑔 наблюдались для 137 событий (табл. 8). Примеча
тельно, что мозжечок характеризовался одновременным усилением экспрессии
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Рисунок 6.3 — Транскриптомные подписи валидированных событий кросс-регуляторного непродук
тивного сплайсинга. (A) Значимые валидированные события характеризуются 𝑧 < −5. Ψ𝐻 − Ψ𝐿

обозначает разницу медиан в верхнем и нижнем квартилях распределения Ψ. (Б) Некоторые приме
ры распределения Ψ для предсказаний из (А). Верхние 25% и нижние 25% распределения значений
Ψ показаны оранжевым и синим цветами. Ящичковые диаграммы показывают распределение зна
чений 𝑒𝑔 в верхнем и нижнем квартиле распределения Ψ. Зеленым цветом показаны значения Δ𝑒𝑔.

Символ *** обозначает статистически различимые различия на уровне значимости 0.1%.

изоформ NMD и снижением экспрессии многих генов, тогда как в мозге, крови,
мышцах и сердце картина была противоположной. Это наблюдение подтвержда
ет особую роль NMD в организации транскрипционных программ мозжечка на
фоне более высокого количества событий АС и их вклада в развитие этого
отдела мозга [524; 525].

Затем оценивалась реактивность событий непродуктивного сплайсинга по
отношении к инактивации РСБ из базы данных ENCODE аналогично тому,
как это было сделано в разд. 6.1. Такая оценка была возможна в 124 из 203
подтвержденных случаев кросс-регуляции, среди которых было найдено 30 пар
РСБ-событие с ожидаемым направлением регуляции и одна пара, в которой на
правление было противоположным известному из литературы. Применительно
к тканеспецифическим событиям по крайней мере один регулятор был найден
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в 113 случаях, 84 из которых были тканеспецифически регулируемыми, т.е.
уровень экспрессии тканеспецифического РСБ сопровождался тканеспецифич
ными изменениями Ψ (табл. 8). Для выявления причинно-следственных связей
список кандидатов был дополнительно ограничен требованием, чтобы РСБ свя
зывались с пре-мРНК гена-мишени, используя эксперименты CLIP из базы
данных POSTAR3 [516]. Для 50 событий был обнаружен хотя был один сигнал
тканеспецифического регулятора РСБ в гене, а в 27 случаях наблюдалось свя
зывание РСБ в непосредственной близости от самого события. Сопоставление
тканей GTEx с тканями из базы данных Protein Atlas в ряде случаев позво
лило оценить изменения уровня экспрессии гена-мишени не только на уровне
мРНК, но и на уровне белка. Однако ввиду разреженности протеомных данных
эта информация использовалась только как консультативная и в фильтрации
событий не участвовала.

6.2.2 Экспериментальная валидация непродуктивного сплайсинга
в генах DCLK2 и IQGAP1

Кластеризация 27 тканеспецифически регулируемых событий с локальной
поддержкой CLIP выявила четыре группы событий, которые характеризуются
снижением Ψ в мозге (кластер 1), увеличением Ψ в мозге (кластер 2), сниже
нием Ψ в крови (кластер 3) и снижением Ψ в скелетных мышцах и сердце
(кластер 4). Для этих событий была построена кросс-регуляторная сеть, в ко
торой PTBP1 контролирует экспрессию семи различных мишеней (рис. 6.4).
Отметим, что в ней присутствуют события в генах DLG4 и GABBR1, кото
рые подавляются в мозге и активируются в других тканях [517; 526]. Для
экспериментальной валидации неизвестных ранее регуляторных событий были
выбраны два гена, которые также являются мишенями PTBP1.

Первый из них, DCLK2, необходим для развития гиппокампа и регуля
ции роста дендритов [527; 528]. Закономерности в изменении уровня экспрессии
DCLK2 и частоты включения ядовитого экзона 16 указывают на то, что PTBP1
стимулирует включение этого экзона в неневральных тканях, что приводит
к подавлению экспрессии DCLK2 (рис. 6.5А, слева). Наличие сигналов CLIP
как в направлении 5’-конца, так и в направлении 3’-конца от ядовитого экзона
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Рисунок 6.4 — Предсказанная сеть тканеспецифически регулируемых событий непродуктивного
сплайсинга с локальной поддержкой CLIP. Вершины графа обозначают события и регуляторы.
Ребра обозначают регуляторные связи, способствующие образованию (NMD+) и ингибирующие об
разование (NMD-) NMD-изоформы. События со снижением Ψ в мозге (кластер 1), с увеличением Ψ

в мозге (кластер 2), со снижением Ψ в крови (кластер 3) и со снижением Ψ в скелетных мышцах и
сердце (кластер 4) показаны цветами.
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указывает на неканоническую роль PTBP1 как активатора сплайсинга. Это со
гласуется с известным из литературы двойственным действием PTBP1, которое
зависит от положения его сайта связывания относительно экзона [215]. Для экс
периментальной валидации была использована инактивация PTBP1 с помощью
специфических микроРНК, которая была подтверждена вестерн-блотом [216].
При инактивации PTBP1 наблюдалось существенное (25%) снижение частоты
включения экзона 16 как в исходной клеточной линии A549, так и в условиях,
когда путь NMD был инактивирован циклогексимидом (рис. 6.5А, справа).

Второй пример, ген IQGAP1, экспрессируется на низком уровне в здоро
вых тканях головного мозга, а в опухолях его экспрессия увеличивается [529].
Низкий уровень экспрессии IQGAP1 в мозге и частота включения ядовито
го экзона 29, который почти полностью подавляется в неневральных тканях,
позволяют предположить, что экспрессия IQGAP1 в мозге специфически по
давляется PTBP1 (рис. 6.5Б, слева). Действительно, наличие сигнала CLIP в
направлении 5’-конца от события непродуктивного сплайсинга подтверждает
то, что PTBP1, экспрессия которого в мозге подавлена, является супрессором
включения экзона 29. В полном согласии с этим предсказанием при подавлении
экспрессии PTBP1 наблюдается увеличение частоты включения экзона 29, при
чем с гораздо более сильным ответом в присутствии циклогексимида (рис. 6.5Б,
справа).

6.3 Структура РНК и непродуктивный сплайсинг

Семейство BET, являющееся подгруппой суперсемейства бромодоменовых
белков [530—532], состоит из четырех белков — BRD2, BRD3, BRD4 и BRDT,
считывающих хроматиновые метки и имеющих широкую специфичность в от
ношении активации транскрипции [533; 534]. Они содержат два гомологичных
тандемных бромодомена, которые узнают и связывают ацетилированные остат
ки лизина в гистоновых белках, добавочный концевой (extra terminal, ET) домен
и два небольших консервативных мотива, расположенные между двумя бромо
доменами и между вторым бромодоменом и ET-доменом [535]. Члены семейства
BET возникли в результате серии дупликаций, которые произошли до радиа
ции позвоночных [536].
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Рисунок 6.5 — Валидация тканеспецифически регулируемых событий непродуктивного сплайсинга
в генах DCLK2 (А) и IQGAP1 (Б). Ящичковые диаграммы показывают (слева направо) распреде
ление Ψ, уровень экспрессии гена-мишени (𝑒𝑔), уровень экспрессии регулятора PTBP1 (𝑒𝑃𝑇𝐵𝑃1) и
уровень экспрессии белка. Ткани окрашены цветовыми кодами GTEx и отсортированы в порядке
возрастания Ψ. Идеограммы на каждой панели показывают положение сигналов CLIP для PTBP1.
На панелях справа показаны результаты экспериментов ОТ-ПЦР (вверху) и ОТ-ПЦР-РВ (внизу).
PE+ и PE- обозначают изоформы с ядовитым экзоном и без него, соответственно. Дорожки: (слева
направо) необработанный контроль, обработка контрольной миРНК против гена люциферазы свет
лячка, микроРНК против PTBP1, циклогексимидом (CHX), CHX и контрольной микроРНК, CHX и
микроРНК против PTBP1. Символы ***, **, * и NS обозначают статистически значимые различия

на 0.1%, 1%, 5% уровне значимости и не значимые различия, соответственно.
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Бромодоменовые белки и, в частности, члены семейства BET, содер
жат события непродуктивного сплайсинга. В BRD2 включение в транскрипт
ядовитого экзона 3b, окруженного консервативными интронными последова
тельностями, приводит к сдвигу рамки считывания и появлению PTC [219;
537]. Другим примером является ген BRD9, который содержит ядовитый
экзон, включение которого запускает деградацию его мРНК в некоторых
опухолях [273]. Как уже отмечалось, среди паралогов, часто содержащих уль
траконсервативные элементы вокруг ядовитых экзонов, наблюдается тенденция
к развитию множественных кросс-регуляторных сетей [175].

6.3.1 ККУ и ядовитые экзоны в генах BRD2 и BRD3

Предыдущие исследования показали, что семейство BET позвоночных
состоит из четырех отдельных ортологичных групп, соответствующих BRD2,
BRD3, BRD4 и BRDT, соответственно, причем наибольшая степень сходства
наблюдается между BRD2 и BRD4 [536]. Однако исследование далеких гомоло
гов BRD2 в двусторонне-симметричных позвоночных с помощью базы данных
eggNOG [538] подтверждает разделение на четыре ортологичные группы, но
свидетельствует о последнем расхождении BRD2 и BRD3, а не BRD2 и BRD4
(рис. 6.6А). Гипотеза о том, что ближайшим гомологом BRD2 является BRD3,
дополнительно подтверждается взаимосвязью между филогенией и профилями
экспрессии этих генов [536], а также тем фактом, что BRD2 и BRD3 оба имеют
более короткий C-концевой домен по сравнению с BRD4 и BRDT [539].

Ген BRD2 человека охватывает 13 экзонов, причем стартовый кодон распо
ложен в экзоне 2. Включение экзона 3b длиной 92 нт, следующего за экзоном 3,
вызывает сдвиг рамки считывания, который индуцирует PTC в следующем
экзоне (рис. 6.6Б). Согласно предсказаниям PREPH, экзон 3b расположен внут
ри пары ККУ, обозначаемых R1 и R2, со свободной энергией гибридизации
∆𝐺 = −29.1 ккал/моль. Хотя уровень изменчивости нуклеотидных последо
вательностей R1 и R2 недостаточен для оценки значимости компенсаторных
замен в них, границы R1 и R2 хорошо коррелируют с профилем эволюци
онной консервативности, образуя два выраженных пика сигнала phastCons,
которые заканчиваются там же, где заканчивается комплементарность. Эта
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Рисунок 6.6 — Семейство BET-белков. (A) Филогенетическое дерево гомологов BRD2 у позво
ночных из базы данных eggNOG, ограниченное H. Sapiens и D. rerio. Белок fs(1)h дрозофилы
использовался в качестве внешней группы. Числа на ветвях обозначают среднее количество ами
нокислотных замен на сайт. (Б) Включение экзона 3b в транскрипт BRD2 приводит к образованию
PTC в следующем экзоне. Экзон окружен парой ККУ (R1 и R2) с Δ𝐺=-29.1 ккал/моль. Экзон 3b
расположен внутри области, кодирующей бромодомен 1. Cнимок из Геномного Браузера UCSC. (В)
Криптический экзон 5b в BRD3 не аннотирован и наблюдается в транскриптомах тканей челове
ка (мышца и толстая кишка). Его включение также приводит к образованию PTC в следующем
экзоне. Он окружен парой ККУ (R3 и R4) с Δ𝐺=-34.3 ккал/моль. Экзон 5b расположен между

бромодоменами 1 и 2. Cнимок из Геномного Браузера UCSC.

закономерность была обнаружена ранее как характерное свойство многих функ
циональных структур РНК [391].

Естественно спросить не содержит ли ген BRD3, ближайший гомолог
BRD2, ядовитые экзоны или другие события непродуктивного сплайсинга. При
исследовании гомологичного интрона между экзонами 3 и 4 BRD3 ядовито
го экзона обнаружено не было, однако был найден длинный консервативный
элемент в интроне между экзонами 5 и 6 (рис. 6.6Б). Как выяснилось, этот
элемент представляет собой неаннотированный экзон 5b длиной 82 нт с кано
ническими консенсусными последовательностями сайтов сплайсинга GT/AG.
Этот экзон обнаруживается в транскриптомах тканей человека (по данным
GTEx), а именно в мышцах и толстой кишке. Его включение также приводит к
сдвигу рамки считывания, который индуцирует PTC в следующем экзоне. Бо
лее того, он окружен парой ККУ, обозначаемых R3 и R4 и напоминающих R1 и
R2 в гене BRD2. Исследование нуклеотидных последовательностей R3 и R4 по
казало, что они комплементарны друг другу с ∆𝐺 = −34.3 ккал/моль, причем
их консервативность резко снижается как только заканчивается комплементар
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Рисунок 6.7 — Консервативность экзонных границ в семействе BET-белков. Показана схема мно
жественного выравнивания последовательностей BET-белков человека. Цветные блоки обозначают
разные экзоны. Области, кодирующие бромодомены 1 и 2, показаны пунктирными линиями.
Красные вертикальные линии обозначают ЭЭС, соответствующие ядовитым экзонам (последние

показаны ниже в виде красных прямоугольников).

ность. Интересно отметить, что эта пара ККУ была предсказана IRBIS, но не
PREPH, поскольку один из рассматриваемых интервалов выходит за рамки
консервативных элементов РНК [23; 372].

Как показывает множественное выравнивание аминокислотных после
довательностей человеческих белков семейства BET, расположение границ
экзонов практически не изменилось после их расхождения (рис. 6.7). При этом
экзон 3b у BRD2 и экзон 5b у BRD3 расположены в негомологичных интронах,
один из которых разделяет экзоны, кодирующие бромодомен, а другой располо
жен между бромодоменами. В гене BRD4 обнаруживается ядовитый экзон 3b,
но он расположен в еще одном, третьем негомологичном интроне. Последний,
и самый отдаленный член семейства BET, BRDT, не имеет аннотированных
NMD-изоформ и не содержит каких-либо экспрессируемых консервативных ин
тронных элементов, которые могли бы представлять собой ядовитые экзоны.
Интересно, что экзон 3b BRD2 можно проследить до амфибий, тогда как ядо
витые экзоны в BRD3 и BRD4 впервые появляются у млекопитающих.

6.3.2 Экспериментальная валидация влияния структур РНК на
непродуктивный сплайсинг

Для проверки влияния структуры РНК на сплайсинг ядовитых экзонов
в BRD2 и BRD3 использовалась та же стратегия, что и для других генов,
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Рисунок 6.8 — Проверка влияния структуры РНК на включение ядовитого экзона 3b в гене BRD2.
(A) АОН1 комплементарен последовательности R1. (Б) Частота включения экзона 3b увеличивает
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танта. WT — дикий тип. Символы ** и NS обозначают статистически значимые различия на уровне

значимости 1% и не значимые различия, соответственно.
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т.е. сначала измерялось изменение сплайсинга в эндогенной пре-мРНК в ответ
на блокировку структуры АОН, а затем конструировались минигены, несущие
мутированные фрагменты генов, для исследования сплайсинга у одиночных и
двойных мутантов. Обработка АОН, комплементарным последовательности R1
(рис. 6.8А), показала, что частота включения экзона 3b в BRD2 заметно уве
личивается даже при низкой концентрации АОН1 (рис. 6.8Б). В присутствии
циклогексимида уровень включения экзона 3b после обработки АОН1 также
значимо повышался [351]. В дополнение к этому был исследован ответ тран
скриптома клеточной линии HeLa на кодеплецию UPF1 и XRN1 [173; 367].
Оказалось, что частота включения экзона 3b BRD2 увеличивается с 16% до
40% при инактивации NMD, что дополнительно подтверждает то, что экзон 3b
является ядовитым.

Затем был сконструирован миниген, содержащий фрагмент BRD2 между
экзонами 3 и 4 (рис. 6.8В) с одиночными мутациями, разрушающими структуру
РНК и двойными компенсаторными мутациями (рис. 6.8Г). Трансфекция этих
конструкций в клетки A549, ОТ-ПЦР и ОТ-ПЦР-РВ показали, что у мутантов
m1 и m2 степень включения экзона 3b значительно увеличена, а у двойного
мутанта m1m2 соотношение сплайс-изоформ возвращается к таковому у дикого
типа (рис. 6.8Д,Е).

Согласно ОТ-ПЦР-РВ, в BRD3 обработка АОН, комплементарным по
следовательности R3 (рис. 6.9А), приводила к большему включению экзона 5b
(рис. 6.9Б), причем значительно большему в присутствии циклогексимида [351].
Трансфекция клеток А549 минигенными конструкциями, содержащими BRD3
(рис. 6.9В) с разрушающими структуру (m3 и m4) и компенсаторными (m3m4)
мутациями (рис. 6.9Г) показала, что уровень включения экзона 5b увеличи
вается при разрушении структуры и возвращается в исходное состояние при
восстановлении структуры в двойном мутанте (рис. 6.9Д,Е). Следует отметить,
что изоформы BRD3, содержащие криптический экзон 5b, имеют крайне низ
кие уровни экспрессии.

В совокупности эти эксперименты демонстрируют, что комплементарные
спаривания вокруг экзона 3b гена BRD2 и экзона 5b гена BRD3 действительно
регулируют непродуктивный сплайсинг.
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двойного мутанта. Остальные обозначения как на рис. 6.8.
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6.3.3 Непродуктивный сплайсинг BRD2 и BRD3 в тканях и
опухолях

Для характеризации взаимосвязи между экспрессией и непродуктивным
сплайсингом генов BRD2 и BRD3 в тканях человека использовались данные
секвенирования РНК из консорциума GTEx. Сравнение медианного уровня
экспрессии (log10 𝑇𝑃𝑀) транскриптов BRD2 в ткани с медианной частотой
включения ядовитого экзона 3b (Ψ) обнаружило отрицательную корреляцию
(𝑟𝑝 = −0.34, рис. 6.10А). Отметим, что высокий уровень экспрессии BRD2 и
низкая частота включения ядовитого экзона 3b наблюдались в семенниках, в
согласии с литературными данными [540].

Аналогичная взаимосвязь наблюдалась при сравнении уровня экспрес
сии BRD2 и частоты включения экзона 3b в транскриптомах опухолей из
проекта TCGA (The Cancer Genome Atlas). Изменение медианного уровня экс
прессии BRD2 (∆ log10 𝑇𝑃𝑀 , опухоль по сравнению с нормальной тканью)
отрицательно коррелирует с медианной частотой изменения степени включе
ния экзона 3b (∆Ψ) для восемнадцати изученных типов опухолей (𝑟𝑝 = −0.3,
рис. 6.10Б). Также отметим, что наибольшее увеличение степени включения
экзона 3b, сопровождающееся существенным снижением экспрессии BRD2,
наблюдалось при светлоклеточной карциноме почки (KIRC) и папиллярно-кле
точной карциноме почки (KIRP) — двух типах рака, в которых снижение уровня
BRD2 ассоциировано с плохим прогнозом [541]. Аналогичное исследование для
ядовитого экзона BRD3 возможно только в части тканей, поскольку он экспрес
сируются на гораздо более низком уровне по сравнению с BRD2. Тем не менее,
медианный уровень экспрессии и медианный уровень включения экзона 5b в
тканях также оказались отрицательно связаны (𝑟𝑝 = −0.25).

Эти наблюдения согласуются с тем, что экзоны 3b и 5b являются ядо
витыми, однако остается открытым вопрос о том, зачем нужно регулировать
их уровень включения при помощи структуры РНК. Ответ на него дают
эксперименты по изучению реакции транскриптома на замедление элонгации
транскрипции: один при обработке α-аманитином (разд. 3.3), а другой — в
медленном мутанте RNAPII (R749H) [363]. В обоих этих экспериментах на
блюдалось значимое снижение частоты включения экзона 3b при замедлении
элонгации транскрипции (рис. 6.10В,Г). В соответствии с пропуском ядовитого
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Рисунок 6.10 — Экспрессия и сплайсинг BRD2 в тканях и опухолях. (A) Медианная степень включе
ния экзона 3b (Ψ) в ткани отрицательно связана (𝑟𝑝 = −0.34) с log10-трансформированной медианой
уровня экспрессии транскриптов BRD2 (log10 𝑇𝑃𝑀). Цветовые коды тканей такие же, как в [216].
𝑟𝑝 — коэффициент корреляции Пирсона. (Б) Изменение средней частоты включения экзона 3b
(ΔΨ, опухоль против нормальной ткани) отрицательно коррелирует (𝑟𝑝 = −0.3) с изменением уров
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вет на обработку α-аманитином. (Г) Изменение уровня включения экзона 3b в медленном мутанте

RNAPII (R749H) по сравнению с диким типом (wt).

экзона уровень экспрессии BRD2 ожидаемо увеличивается, однако это увели
чение не было статистически значимым. Реакция ядовитых экзонов в BRD3 и
BRD4 на замедление элонгации транскрипции не может быть достоверно оцене
на из-за низкого уровня экспрессии этих генов. Таким образом, как и в случае
ATE1, структура РНК может регулировать уровни экспрессии этих генов через
непродуктивный сплайсинг в зависимости от скорости элонгации транскрип
ции, чем может обуславливаться тканеспецифическая экспрессия в семенниках,
где также экспрессируется и фактор NELFE (разд. 5.2.3).
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6.4 Обсуждение результатов и выводы

6.4.1 Предсказание регуляции непродуктивного сплайсинга по
транскриптомным данным

Регуляция экспрессии генов осуществляется множеством различных меха
низмов, которые определяют изменение количества мРНК в ответ на изменение
внешних условий [152]. Все этапы генной экспрессии, от инициации транскрип
ции до посттрансляционной модификации белков, контролируются сложной
регуляторной сетью, в которой один ген контролирует экспрессию и сам
контролируется экспрессией множества других генов. Часто наблюдаемым эле
ментарным звеном в таких сетях является ауторегуляция, которая обеспечивает
простую и, пожалуй, самую надежную обратную связь, не требующую каких
либо промежуточных звеньев. Например, многие транскрипционные факторы
у бактерий регулируют свою экспрессию, связываясь со своим собственным про
мотором и активируя или подавляя транскрипцию [542; 543].

Хотя некоторые эукариотические гены используют петли ауторегуля
ции на уровне транскрипции, их экспрессия также может регулироваться
посттранскрипционно [544]. Например, связывание фактора YBX1 с регуля
торным элементом в 3’-НТО его собственной мРНК специфически подавляет
трансляцию этого гена [545]. Однако основной способ посттранскрипционной
регуляции экспрессии эукариотических генов связан с изменением стабильно
сти мРНК [546]. В частности, скоординированное взаимодействие между АС
и NMD, приводящее к деградации мРНК и представляющее собой непродук
тивный сплайсинг, широко распространено почти у всех эукариот [176; 219;
547; 548]. По сравнению с другими механизмами посттранскрипционной ре
гуляции, такими как эндогенная РНК-интерференция [549—552] и контроль
стабильности мРНК с помощью модификаций РНК [553—555], непродуктивный
сплайсинг, по-видимому, действует повсеместно на уровне транскриптома, о чем
свидетельствует тот факт, что почти треть генов, кодирующих человеческие
белки, имеют по крайней мере одну аннотированную NMD изоформу, и многие
из этих изоформ демонстрируют эволюционную консервативность [556].
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Представленное исследование, основанное на изучении ответа транскрип
тома на инактивацию компонентов системы NMD, инактивацию экспрессии
гена-хозяина и данных о связывании РСБ со своей собственной мРНК, поз
волило выявить новые случаи ауторегуляторного непродуктивного сплайсинга.
Однако экзоны в генах с известными ауторегуляторными петлями, таких как
PTBP1 и TARDBP, продемонстрировали незначительные изменения сплайсин
га, в числе прочего, из-за недостаточной эффективности подавления экспрессии
этих РСБ. Поэтому следует ожидать, что представленный подход должен
давать больше ложноотрицательных, чем ложноположительных предсказа
ний, поскольку в случае неэффективного подавления экспрессии ∆Ψ скорее
недооценивается, чем переоценивается. Ложноположительные предсказания
проистекают из оценок ∆Ψ, обусловленных косвенными реакциями в регуля
торных генных сетях, расхождениями между экспериментами в различных
клеточных линиях, а также кросс-реактивностью РСБ в экспериментах eCLIP.

Следует отметить, что механизмы ауторегуляции могут действовать толь
ко в особом диапазоне клеточных концентраций РСБ, в котором может
реализоваться нелинейный кооперативный механизм активации или репрес
сии. Например, если РСБ экспрессируется умеренно, а регуляторная петля
обратной связи не активирована, то частота включения ядовитого экзона долж
на быть низкой, и дальнейшее снижение уровня экспрессии приведет к ее
дальнейшему уменьшению. Это объясняет отсутствие ответа на инактивацию
гена-хозяина у некоторых РСБ. Кроме этого, при ауторегуляции продукт гена,
который содержит ядовитый экзон, противодействует своей собственной акти
вации и приводит к подавлению NMD-изоформы. Деградация непродуктивных
изоформ и постоянный приток пре-мРНК из-за продолжающейся транскрип
ции искажают реактивность экзонов на инактивацию РСБ, поскольку система
NMD все еще остается активной [188].

Существование петель обратной связи и непрямых взаимодействий в
сплайсинговых сетях является фундаментальной проблемой и при изучении
кросс-регуляторных сетей. Например, PTBP1 усиливает экспрессию SRSF3,
который, в свою очередь, усиливает экспрессию PTBP2, но сам при этом
PTBP1 подавляет экспрессию PTBP2. Знак и абсолютная величина связи
между ∆Ψ и экспрессией РСБ могут варьироваться в зависимости от связ
ности в сети, что потенциально приводит как к ложноположительным, так
и к ложноотрицательным предсказаниям. Непродуктивный сплайсинг может
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быть неактивным в полностью дифференцированных тканях или действовать
только в определенных условиях, таких как клеточная дифференцировка [209;
271], нейрогенез [519; 526] или гипоксия [212]. Следовательно, регуляторный по
тенциал непродуктивного сплайсинга требует относительно большой величины
изменений АС. Все эти факторы ограничивают чувствительность предлагае
мого метода.

Несмотря на все эти ограничения, представленная методология была
успешно применена к идентификации тканеспецифичных событий непродук
тивного сплайсинга и их регуляторов. Предсказаны 27 новых регуляторных
событий непродуктивного сплайсинга, включая экспериментально валидирован
ные мишени PTBP1 в генах DCLK2 и IQGAP1. Эти результаты значительно
расширяют текущие знания о тканеспецифической регуляции непродуктивного
сплайсинга и открывают новые возможности для будущих исследований.

6.4.2 Конвергентная эволюция непродуктивного сплайсинга

Гены-паралоги, возникающие в результате дупликации и дивергенции, ча
сто сохраняют значительную степень сходства не только между кодируемыми
ими белками, но также и между цис-регуляторными элементами и механизмами
регуляторного контроля [557]. В частности, это справедливо для многих факто
ров сплайсинга, многие из которых эволюционировали посредством дупликаций
и содержат гомологичные цис-регуляторные элементы, которые связаны с
непродуктивным сплайсингом [178]. Дальние взаимодействия в структуре РНК,
обнаруженные в генах BRD2 и BRD3, контролируют непродуктивный сплай
синг, что представляет собой важный пример того, что функция структуры
РНК может быть связана с посттранскрипционной регуляцией экспрессии
генов, а не с модуляцией АС и изменениями в результирующем белковом про
дукте.

Удивительно то, что в случае BRD2 и BRD3 регуляторные ядовитые эк
зоны и окружающие их комплементарные участки расположены в интронах,
расположенных между негомологичными экзонами. Это говорит о том, что
BRD2 и BRD3 либо приобрели их независимо, либо каждый независимо по
терял по одному из них в процессе эволюции. Тот факт, что BRD4 содержит
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ядовитый экзон, но не имеет вокруг него структуры РНК, а также то, что
BRDT и fs(1)h, гомолог белков BET семейства у беспозвоночных, не имеют ан
нотированных NMD-изоформ указывает на то, что имел место первый из этих
двух сценариев. Более того, комплементарные участки, окружающие ядовитые
экзоны в BRD2 и BRD3, не имеют никакого сходства друг с другом по последо
вательности. Это означает, что регуляторные структуры РНК вокруг ядовитых
экзонов являются результатом конвергентной эволюции. Быстрая потеря и по
вторное приобретение ядовитых экзонов [175] и независимое происхождение
конкурирующих вторичных структур РНК, которые контролируют взаимоис
ключающий сплайсинг тандемно дуплицированных экзонов [509], указывают на
то, что множество структур РНК, регулирующих непродуктивный сплайсинг,
с большой долей вероятности выходит за рамки приведенных здесь примеров.

6.4.3 Структура РНК и регуляция непродуктивного сплайсинга

Можно предположить, что движущей силой конвергентной эволюции яв
ляется способность структуры РНК регулировать непродуктивный сплайсинг
через скорость элонгации транскрипции. Как было показано в разд. 5.2.3 на
примере гена ATE1, замедление элонгации транскрипции дает достаточно вре
мени для сворачивания структуры РНК, что, в свою очередь, способствует
пропуску выпетливаемого экзона. Как и в случае ATE1, замедляющий RNAPII
фактор NELFE [500—502] может определять пропуск ядовитого экзона и по
вышенную экспрессию BRD2 и BRD3 в семенниках. SR-богатые факторы
сплайсинга часто реализуют петлю отрицательной обратной связи, которая по
давляет продуктивную сплайс-изоформу в ответ на повышенную экспрессию
генного продукта [173]. Аналогичная петля обратной связи может существовать
и в BRD2, однако она действует посредством АС, а не при помощи замедления
RNAPII, поскольку BRD2 сам по себе не изменяет скорость элонгации тран
скрипции [558].

Вполне возможно, что регуляторная структура РНК в гене BRD2 продол
жается и вне описанных здесь ККУ, поскольку интрон в направлении 3’-конца
от экзона 3b содержит полиморфный микросателлит, количество GT-повторов
в котором отрицательно коррелирует с его степенью включения [537]. После
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довательности низкой сложности, такие как GT-тракты, способны влиять на
АС из-за образования вторичной структуры РНК [559]. Хотя структуры РНК,
образованные участками R1/R2 и R3/R4, были идентифицированы на основе
эволюционной консервативности, пары оснований, важные для непродуктивно
го сплайсинга, вполне могут существовать и у других членов семейства BET, но
за пределами консервативных областей. Следует также отметить тот факт, что
ядовитый экзон 5b в гене BRD3 не был аннотирован как экзон ни в одной базе
данных и был обнаружен в данной работе из соображений консервативности
нуклеотидной последовательности в результате исследования низкоэкспресси
рующихся сплайс-изоформ в транскриптомах тканей человека. Это показывает,
что важные события непродуктивного сплайсинга часто отсутствуют в базах
данных из-за систематической недоаннотации NMD-мишеней.

Изучение механизмов, лежащих в основе специфических функций бел
ков BET-семейства, имеет важное значение для разработки терапевтических
решений, поскольку аномальная экспрессия этих белков приводит к онкологиче
ским, метаболическим и сердечно-сосудистым заболеваниям [560—562]. Подход,
основанный на применении синтетических АОН, является эффективным для
модуляции непродуктивного сплайсинга у бромодоменовых белков. Например,
АОН, которые способствуют пропуску ядовитого экзона 14а, что приводит к
усилению деградации мРНК гена BRD9 в опухолях, помогают восстановить
уровни белка BRD9 и остановить рост опухоли [273]. АОН, комплементарные
элементам структуры РНК в генах BRD2 и BRD3, предлагают уникальную
возможность не только подавлять, но и терапевтически увеличивать степень
включения ядовитых экзонов. Что еще более важно, доказательства конвергент
ной эволюции ядовитых экзонов и структур РНК в BRD2 и в BRD3 проливают
свет на происхождение механизмов регуляции непродуктивного сплайсинга в
этих и многих других паралогичных генах.
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Заключение

В диссертационной работе разработаны новые методы предсказания даль
них взаимодействий в структуре РНК. Сопоставление их предсказаний с
экспериментальными данными, в частности, данными конформационного се
квенирования РНК in situ, а также применение полученных результатов к
исследованию влияния структуры РНК на альтернативный сплайсинг позво
лило сделать следующие выводы:

1. Элементы структуры РНК предпочтительно располагаются в интро
нах, подавляют использование криптических сплайс-сайтов и выпетли
ваемых экзонов, обогащены сайтами редактирования РНК и сайтами
связывания РНК-связывающих белков, и поддерживаются данными
конформационного секвенирования РНК in situ.

2. При замедлении элонгации транскрипции изменение частоты включе
ния экзона зависит от структурированности предшествующего интро
на.

3. На примере генов CG33298, Gug, Nmnat, PHF20L1, CASK, ATE1, SF1 и
MARK2 показано, что дальние взаимодействия в структуре РНК могут
регулировать все основные типы событий альтернативного сплайсинга
и альтернативное полиаденилирование.

4. Структура РНК в гене ATE1 состоит из двух функционально раз
личных модулей, один из которых обеспечивает взаимоисключающий
сплайсинг, а другой через дальние взаимодействия на расстоянии
30000 п.о. контролирует соотношение сплайс-изоформ в процессе ко
транскрипционного сворачивания пре-мРНК.

5. На примере генов DCLK2, IQGAP1, BRD2 и BRD3 показана регуляция
непродуктивного сплайсинга фактором PTBP1 и дальними взаимодей
ствиями в структуре РНК.

В целом диссертационная работа опровергает распространенное пред
ставление об эукариотических РНК как о длинных и неструктурированных
молекулах, напоминающей спагетти, которые складываются в древовидные
структуры, состоящие из шпилек, стеблей и внутренних петель. В дей
ствительности эукариотические РНК высокоструктурированы, а дальние
взаимодействия в их структуре образуют псевдоузлы, предсказание которых
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классическими методами невозможно. Приведенные в диссертации примеры по
казывают исключительную важность дальних взаимодействий для регуляции
всех основных типов альтернативного сплайсинга и демонстрируют возмож
ность воздействия на него через структуру РНК с помощью антисмысловых
олигонуклеотидов, что имеет важное практическое значение. Суммарно полу
ченные результаты показывают, что дальние взаимодействия в структуре РНК
широко распространены в генах эукариот и координируют процессинг РНК во
времени и в пространстве на больших расстояниях.

Дальнейшее развитие методов предсказания структуры РНК зависит от
нескольких ключевых вопросов, из которых представляется важным отметить
следующие. Во-первых, современные термодинамические модели структуры
РНК основываются на оцененных в 1999 году энергетических параметрах,
которые давно требуют пересмотра. Не исключено, что методы высокопро
изводительного секвенирования в будущем смогут помочь измерить большее
число таких параметров с большей точностью. Во-вторых, входными данны
ми для филогенетических методов предсказания структуры РНК являются
множественные выравнивания нуклеотидных последовательностей. Поскольку
полногеномные множественные выравнивания по построению разрывны и не
всегда однозначны, задача выравнивания последовательностей интронов долж
на основываться на построении ортологических рядов.
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Список сокращений

АОН антисмысловые (антисенс) олигонуклеотиды
АС альтернативный сплайсинг
ВКК вложенные кластеры контактов
мяРНК малая ядерная РНК
мякРНК малая ядрышковая РНК
мяРНП малые ядерные рибонуклеопротеины
нт нуклеотид
НТО нетранслируемая область, untranslated region, UTR
кДНК кодирующая ДНК
КИФ консервативные интронные фрагменты
ККУ консервативные комплементарные участки
КУ кодирующий участок
поли(А) полиаденилирование
п.о. пара оснований
ОТ обратная транскрипция
ПЦР полимеразная цепная реакция
ПЦР-РВ полимеразная цепная реакция в реальном времени
РСБ РНК-связывающий белок
РСД РНК-связывающий домен
ЭЭС экзон-экзонное соединение
5’ss 5’-сайт сплайсинга (донорный сайт)
3’ss 3’-сайт сплайсинга (акцепторный сайт)
BPS сайт ветвления, branch point sequence
GQ G-квадруплекс
GTEx консорциум Genotype Tissue Expression project
NMD нонсенс-опосредованный распад, nonsense mediated decay
OR отношение шансов, odds ratio
PPT полипиримидиновый тракт,polypyrimidine tract
PTC преждевременный стоп-кодон, premature termination codon
RNAPII РНК-полимераза II, RNA polymerase II
TCGA консорциум Атлас Ракового Генома, The Cancer Genome Atlas
SR серин/аргинин богатый белок
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