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МиРНК представляют собой короткие (~22 п.о.)
последовательности РНК, способные связываться с
3ґ-нетранслируемыми районами (3ґ-НТР) мРНК ге-
нов-мишеней, приводя к репрессии трансляции и
деградации мРНК. Около 30% генов человека яв-
ляются мишенями для миРНК [1]. МиРНК играют
важную роль в регуляции базовых биологических
механизмов, управляя развитием организма и про-
цессами дифференциации тканей. Нарушение эксп-
рессии миРНК приводит к патологиям развития
организма и тяжелым заболеваниям.

Большая часть миРНК транскрибируется поли-
меразой II в составе протяженной пре-мРНК, ко-
торая подобно другим транскриптам этой полиме-
разы кеппируется с 5ґ-конца и полиаденилируется
с 3ґ-конца [2]. Была показана высокая ткане- и ста-
диеспецифичность экспрессии миРНК с участием
ряда транскрипционных факторов полимеразы II [3].
Выявлено присутствие мотивов канонического ТАТА-
бокса в 5ґ-районе миРНК [4]. Масштабное примене-
ние высокопроизводительных технологий секвени-
рования и разработка новых компьютерных мето-
дов полногеномного анализа позволило существен-
но увеличить объем информации о миРНК. В то же
время остаются до конца не ясными многие осо-
бенности организации регуляторных районов генов
миРНК, обеспечивающие ткане- и стадиеспецифич-
ность их экспрессии. Задачей исследования было
выявление функциональных сигналов в промоторах
генов миРНК млекопитающих, экспрессирующихся
в различных тканях.

Материалы и методы

Сформированы выборки регуляторных после-
довательностей генов миРНК 10 видов млекопита-
ющих (Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo pygmaeus,
Gorilla gorilla, Macaca mulatta, Bos taurus, Equus ca-

ballus, Canis familiaris, Mus musculus, Rattus norvegicus)
в районе [–1000; +1] относительно старта транс-
крипции, экспрессирующихся в мозге, легких и
выделительной системе. Для этого на первом этапе
из базы данных Ensembl (http://www.ensembl.org/)
была получена информация о локализации в гено-
ме 1572 миРНК человека, предсказанных с исполь-
зованием различных экспериментально-компьютер-
ных подходов. Затем в 5ґ-районе ДНК на расстоя-
нии не более 3000 нуклеотидов относительно начала
миРНК осуществлен поиск наиболее близких стар-
тов транскрипции, информация о которых извлека-
лась из базы данных FANTOM4 [5]. После этого из
базы данных Ensembl Compara (http://agd.vital-it.ch/
info/software/compara/index.html) с использованием
Compara PerlAPI для 9 видов млекопитающих бы-
ли получены гомологичные геномные участки дли-
ной 1000 п.о.

В 40 построенных выборках последовательно-
стей проводился поиск регуляторных сигналов, зна-
чимых для структурно-функциональной организа-
ции промоторов, с использованием разработанного
нами метода выявления вырожденных олигонукле-
отидных мотивов — коротких слов фиксированной
длины, записанных в 15-буквенном IUPAC коде.
Этот подход относится к так называемым методам
без учителя, позволившим выявлять консервативные
сигналы без предварительного обучения на экспе-
риментально полученных и выравненных последо-
вательностях. Для оценки сходства регуляторных
районов генов на основе олигонуклеотидных мо-
тивов, нами был разработан метод, основанный на
сравнении представленности и характера распреде-
ления мотивов в рассматриваемых последователь-
ностях. Методы реализованы в виде интернет-до-
ступного пакета программ ARGO (http://www.mgs.bio-
net.nsc.ru/argo/) [6].
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Результаты и обсуждение

Сравнение мотивов, обнаруженных с помощью
системы ARGO, с известными сайтами связывания
транскрипционных факторов (ССТФ) из баз дан-
ных TRANSFAC [7], TRRD [8] и MatBase (http://
www.genomatix.de/products/MatBase/) показало, что
большинство из них имеет сходство с ССТФ, участ-
вующими в развитии организма и регуляции клеточ-
ного цикла. При этом в разных видах организмов и
в различных тканях были обнаружены как мотивы,
соответствующие повсеместно представленным ба-
зовым ССТФ, таким как TATA-бокс и CCAAT, так
и мотивы, соответствующие ССТФ тканеспецифич-
ных факторов, например MYT1 и NeuroD в выбор-
ке мозгспецифичных промоторов. Сравнительный
анализ позволил выявить мотивы, соответствующие
ССТФ, характерные только для выборок тканеспе-
цифичных промоторов одного таксона, а также ви-
доспецифичные мотивы. Так, ССТФ группы “Lim
homeodomain factors” имеют достоверно более вы-
сокое количество сходных с ними мотивов из вы-
борки промоторов выделительной системы горил-
лы, чем в соответствующих выборках всех других
приматов. В то же время оказалось, что значитель-
ная часть полученных мотивов не может быть до-
стоверно отнесена ни к одному из известных ССТФ.
Видимо, такие мотивы могут соответствовать как
сайтам связывания еще не исследованных видоспе-
цифичных транскрипционных факторов, так и не-
которым структурным особенностям промоторных
районов эукариот, таким как поли-А/поли-Т трак-
ты, которые способны приводить к локальному из-
гибу ДНК и повышению ее легкоплавкости.

Далее, мы провели оценку среднего олигонук-
леотидного сходства промоторов человека с про-
моторами всех остальных видов с использованием
разработанной нами системы ARGO. Для сравне-
ния с помощью парного выравнивания для тех же
выборок последовательностей была проведена оценка
усредненного сходства. Затем оценки олигонуклео-
тидного сходства и усредненного сходства были
проведены для выборок случайных последователь-
ностей, сгенерированных с сохранением мононук-
леотидного состава, характерного для реальных про-
моторов млекопитающих. После чего полученные
ранее оценки нормировались. При этом в качестве
верхней границы (1) рассматривалось соответству-
ющее сходство промоторов человека с теми же про-
моторами человека, а нижней границей (0) явля-

лось сходство промоторов человека со случайными
последовательностями. Анализ полученных таким об-
разом нормированных оценок среднего олигонук-
леотидного сходства (HOli) и усредненного сходства
(HAlign) показал, что для всех видов и среди всех
тканей наибольшими величинами и HOli и HAlign
характеризуются промоторы мозга. Причем для при-
матов эти величины максимальны (0,77—0,92). Ин-
тересно отметить, что HOli в выборке промоторов
собаки (0,77) значительно превышает значения HOli
у других не-приматов (0,56—0,59) и достигает вели-
чины, характерной для макаки. Сравнение величин
HOli и HAlign показывает, что для филогенетически
близких к человеку видов (приматы) HOli и HAlign
во всех тканях отличаются не более чем на 2%.
Исключение составляет выборка промоторов выде-
лительной системы гориллы, для которой при HAlign
сходном с другими гоминидами (0,83) величина HOli
была больше на 8% (0,91) и идентична олигонук-
леотидному сходству промоторов мозга. Для про-
моторов эволюционно удаленных от человека видов
млекопитающих (не приматы) характерны относитель-
но низкие значения HAlign (0,09—0,27) при сохране-
нии достаточно высоких HOli (0,29—0,77), при этом
величина отличия D = HOli – HAlign варьировала от
20 до 45%. Можно предположить, что это объясня-
ется сохранением в регуляторных районах тканес-
пецифичных генов эволюционно удаленных видов
сходства только на уровне использования сходных
регуляторных сигналов.

Заключение

С использованием разработанной нами компью-
терной системы ARGO в тканеспецифичных про-
моторах генов миРНК млекопитающих выявлены
и классифицированы потенциальные регуляторные
сигналы, которые могут быть использованы для даль-
нейшего экспериментального анализа. Показано, что
в тканеспецифичных промоторах генов эволюцион-
но удаленных видов сходство на уровне регулятор-
ных сигналов существенно выше средней гомоло-
гии последовательностей.

* * *
Работа поддержана Российским фондом фунда-

ментальных исследований (грант № 09-04-01641-а);
Интеграционными проектами СО РАН № 113, 119;
Программами РАН № 22 (проект № 8) и 23 (про-
ект № 29).
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OF miRNA GENES EXPRESSED IN DIFFERENT TISSUES OF MAMMALIANS

O.V. Vishnevsky, K.V. Gunbin, A.V. Bocharnikov, E.V. Berezikov

The computer approach is developed to reveal the significant oligonucleotide motives in regu-

latory regions of eukaryotic genes. The regulatory signals, specific for promoter regions of miRNA

genes, which are expressed in different tissues of mammalians, are obtained and classified.
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