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Аннотация. Цель работы состоит в анализе изменений в ходе эволюции

тех пре-микроРНК, которые связаны у млекопитающих с долговременной

памятью и обучением. Большие изменения наблюдаются в пре-микроРНК

mir-195 и mir-206 у мышевидных грызунов (надсемейство Muroidea)

и у опоссума. Но изменения малы у всех приматов. Более того, для

mir-206 показана связь изменений с логарифмом максимальной видовой

продолжительности жизни. Это позволяет предполагать ослабление

действия стабилизирующего отбора на mir-206 у видов с малой

максимальной продолжительностью жизни. Напротив, обе mir-134 и

mir-182 более консервативные, а небольшие изменения никак не связаны

с продолжительностью жизни. Также рассмотрены изменения вторичной

структуры пре-микроРНК. Для этого исследования авторами был разработан

алгоритм для усечения исходной последовательности до несовершенного

палиндрома, который близок к совершенному и получается удалением

префикса или суффикса, когда это возможно. Такой несовершенный

палиндром приблизительно соответствует шпильке на РНК. Существенно,

что границы палиндрома устанавливаются в ходе оптимизации. Алгоритм

реализован пакетом программ на языке Python. Программы доступны

по адресам http://lab6.iitp.ru/-/pali и http://lab6.iitp.ru/-/trimmers. Поиск

совершенного палиндрома, близкого в метрике Левенштейна к исходной

последовательности, часто даёт несколько оптимальных палиндромов. На

этом пути для mir-195 показана связь числа оптимальных палиндромов с

логарифмом от максимальной видовой продолжительностью жизни. Для

mir-134, mir-182 и mir-206 такой зависимости нет. Отметим, что mir-195 и

mir-206 различаются между собой по типу изменений.
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ВВЕДЕНИЕ

МикроРНК (miR)— некодирующие РНК длиной от 18 до 25 нуклеотидов. МикроРНК

участвуют в регуляции экспрессии генов, комплементарно связывая мРНК. Зрелые

микроРНК образуются из пре-микроРНК, которые имеют большую длину и обычно

имеют структуру несовершенного палиндрома, формирующего шпильку РНК [1].

Существует несколько методов для предсказания вторичной структуры РНК по

одной последовательности [2, 3]. При этом одна последовательность может формировать
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разные структуры с близкими значениями свободной энергии [4, 5]. Роль альтернативных

структур уточняется при выравнивании различных последовательностей, учитывающем

их вторичную структуру [6, 7]. Рассмотрена эволюция пре-микроРНК, участвующих в

обучении и формировании долговременной памяти [8, 9]. В частности, сверхэкспрессия

miR-195 в гиппокампе крыс защищает от развития деменции, а её ингибирование

приводит к нарушению пространственной памяти [10]. Усиление экспрессии кластера

микроРНК miR-183/96/182 в гиппокампе способствует формированию долговременной

памяти. Снижение содержанияmiR-183/96/182 приводит к ухудшению памяти в старости,

но память может быть улучшена при сверхэкспрессии этого кластера [11]. С другой

стороны, в амигдале при формировании амигдала-зависимой долговременной памяти

отмечается снижение содержания miR-182, а её сверхэкспрессия приводит к нарушению

долговременной памяти [12]. МикроРНК miR-134 и miR-206 негативно влияют на

формирование долговременной памяти. Сверхэкспрессия miR-134 в CA1 области

гиппокампа приводит к значительному ухудшению формирования долговременной

памяти [13]. Нарушение miR-134 и miR-124-зависимой регуляции лежит в основе

когнитивных дисфункций при болезни Альцгеймера [14, 15]. Повышенный уровень

miR-206 наблюдается в височной коре головного мозга человека при болезни

Альцгеймера [16]. Снижение уровня miR-206 приводит к улучшению памяти [17].

Редакционное расстояние (или расстояние Левенштейна [18]) между

последовательностями и наибольшая общая подпоследовательность используются

в биоинформатике; они легко вычислимы за квадратичное время [19]. Известно

несколько алгоритмов для точного вычисления редакционного расстояния за

немного меньшее время [20, 21]. Математическое ожидание длины наибольшей

общей подпоследовательности двух случайных двоичных последовательностей

рассмотрено в работе [22]. Аппроксимировать редакционное расстояние можно за

существенно меньшее время [23]. Для фиксированной верхней границы на редакционное

расстояние известны алгоритмы, время работы которых линейно зависит от длины

последовательностей [24]. Также созданы параллельные алгоритмы для поиска

наибольшей общей подпоследовательности [25, 26]. Перечисление всех наибольших

общих подпоследовательностей рассмотрено в работе [27]. Для перечисления хордовых

диаграмм, используемых для описания несовершенных палиндромов, также применяется

гафниан симметричной матрицы [28]. Поиск наибольших подстрок, то есть наибольших

общих подпоследовательностей, элементы которых идут подряд, в частности, с данным

числом несовпадений рассмотрен в работе [29]. Наряду с редакционным расстоянием

используют и другие оценки сходства последовательностей [30].

Анализ структуры РНК связан с поиском несовершенных палиндромов [31, 32].

В статье [33] обсуждаются различные определения палиндромов. Для приложений

в биоинформатике удобно считать, что алфавит состоит из четырёх букв {A, C, T, G}
или {A, C, U, G}, которые связаны отношением комплементарности: A комплементарна

к T или к U, C комплементарна к G. Для конкатенации двух последовательностей

выполнено c(xy) = c(y)c(x). Иными словами, комплементарная (reverse complement)

последовательность получается одновременной перестановкой букв в обратном порядке

и заменой букв на комплементарные буквы. Например, c(AACT) = AGTT. Совершенным
(perfect) палиндромом называется последовательность x, которая комплементарна самой
себе: c(x) = x. Поскольку никакая буква не комплементарна себе, совершенный

палиндром имеет чётную длину и имеет вид zc(z). Далее всюду предполагается это

ограничение. Последовательность, близкую в метрике Левенштейна к палиндрому,

называют несовершенным (imperfect) палиндромом.
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ВЫРАВНИВАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ РНК С ВТОРИЧНОЙ СТРУКТУРОЙ

МАТЕРИАЛЫ ИМЕТОДЫ

Усечение последовательностей, содержащих вырожденный палиндром

Для оценки сходства последовательности с палиндромом удобно использовать

функцию imp(x), значение которой равно отношению редакционного расстояния

от оптимального палиндрома до исходной последовательности к длине исходной

последовательности.

imp(x) =
min{dist(x,wc(w))|x = wz}

|x|
.

Корректность такого определения следует из равенства imp(x) = imp(c(x)).
Значение функции imp(x) говорит, насколько последовательность x отличается от

совершенного палиндрома, и равно нулю для совершенных палиндромов. Алгоритм

вычисления функции imp(x) служит модификацией алгоритма поиска скрытого

палиндрома из статьи [32]. Дополнительное уменьшение времени работы достигается,

поскольку заранее известна матрица редакционных расстояний между префиксами одной

последовательности. Между префиксами, длины которых равны j и k, редакционное
расстояние вычислимо по формуле |j − k|.

Также разработан алгоритм для выделения из последовательности x более

короткого несовершенного палиндрома y со значением imp(y) < imp(x), получаемого
удалением из исходной последовательности x префикса или суффикса, когда это

возможно. Эта операция называется усечением. Основной идеей наших алгоритмов

является проверка, верно ли, что одна из оптимальных длин скрытого палиндрома

в последовательности x отличается от длины x. Если так, то программа усекает x
на половину абсолютной величины разности длин исходной последовательности x
и скрытого палиндрома. Например, в случае, когда исследуемая последовательность

x = wc(w)z равна конкатенации палиндрома и короткого хвоста, палиндром wc(w)
будет оптимальным для нашего алгоритма. При этом оптимальный палиндром короче

исходной последовательности. С другой стороны, для последовательности x = ywc(w)
с достаточно коротким префиксом y оптимальный палиндром будет длиннее исходной

последовательности. Однако величина imp(x) не зависит от того, расположен ли

палиндром в начале или в конце исходной последовательности. Хотя от этого зависит

длина оптимального палиндрома.

Листинги программ доступны по адресам http://lab6.iitp.ru/-/pali и

http://lab6.iitp.ru/-/trimmers. Использование библиотеки Numba позволяет значительно

уменьшить время работы программы.

Вторичная структура РНК предсказана программой RNAstructure [4, p. 4]. Деревья

построены методом максимального правдоподобия (maximum likelihood), реализованным

в программе MEGA [34]. Для визуализации применялся веб-сервис iTOL [35].

Пре-микроРНК

К названию микроРНК, которые отличаются на один или два нуклеотида,

приписывается дополнительная строчная буква. Пре-микроРНК, дающие начало

идентичным микроРНК, но локализованные в разных местах генома, имеют в названии

дополнительную цифру, отделённую дефисом. Когда две зрелые микроРНК образуются

из двух различных концов исходной пре-микроРНК, добавляется суффикс −3p или −5p.
Приставка mir- используется для обозначения пре-микроРНК, а miR- обозначает зрелую

микроРНК. Рассмотрено около 38.5 тысяч пре-микроРНК, доступных в базе данных

miRBase [36]. Из рассмотрения были исключены вырожденные последовательности (120
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последовательностей), в которых некоторые позиции определены неоднозначно.

Таблица 1. Максимальная видовая продолжительность жизни (МПЖ) в годах и числа

рассмотренных mir-206, mir-195, mir-182 и mir-134

Вид Русское название МПЖ 206 195 182 134

Homo sapiens Человек 120 1 1 1 1

Pan troglodytes Обыкновенный шимпанзе 68 1 1 1 1

Pan paniscus Карликовый шимпанзе 55 1 1

Gorilla gorilla Западная горилла 60.1 1 1 1 1

Pongo pygmaeus Калимантанский орангутан 59 1 1 1 1

Nomascus leucogenys Белощёкий хохлатый гиббон 44.1 1 1

Macaca mulatta Макак-резус 40 1 1 1 1

Macaca nemestrina Свинохвостый макак 37.6 1 1

Callithrix jacchus Обыкновенная игрунка 22.8 1 1 1

Microcebus murinus Мышиный лемур 18.2 1 1

Otolemur garnettii Галаго Гарнетта 20 1 1

Tupaia chinensis Тупайя (12) 1

Mus musculus Домовая мышь 4 1 2 1 1

Cricetulus griseus Китайский хомячок (5.3) 1 1 1 1

Cavia porcellus Морская свинка 12 1 1 1 1

Rattus norvegicus Серая крыса 3.8 1 1 1 1

Oryctolagus cuniculus Дикий кролик 13 1 1 1 1

Canis familiaris Собака 27 1 1 1 1

Bos taurus Бык 20 1 1 1 1

Capra hircus Домашняя коза 20.8 1 1 1 1

Ovis aries Домашняя овца 22.8 1

Sus scrofa Кабан 27 1 1 1

Equus caballus Домашняя лошадь 57 1 1 1 1

Eptesicus fuscus Аргентинский кожан 19 1 1

Pteropus alecto Бавеанская летучая лисица 20.3 1 1 1

Dasypus novemcinctus Девятипоясный броненосец 22.3 1 1 1 1

Monodelphis domestica Домовый опоссум 5.1 1 1 1

Ornithorhynchus anatinus Утконос 22.6 1 1
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Максимальная продолжительность жизни

Сведения о максимальной видовой продолжительности жизни (МПЖ) получены из

базы данных AnAge [37], значение Longevity. Для человека принято значение МПЖ 120
лет. В табл. 1 собраны данные о МПЖ у рассматриваемых видов.

Если МПЖ не указана в базе данных AnAge, то принято значение для близкого вида,

оно указано в скобках. У китайского хомячка указана МПЖ для барабинского хомячка

Cricetulus barabensis. Для разных видов тупайи МПЖ составляет: Tupaia belangeri 11.1,
T. glis 12.4, T. minor 12.2, T. tana 11.6 лет.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Поиск палиндромов

Среднее значение величины imp(x) для всех рассмотренных невырожденных

последовательностей равно 0.19175. Медиана равна 0.19186, среднеквадратичное

отклонение равно 0.04148. Минимальное значение равно нулю для последовательности

hsv1-mir-H11 из Herpes Simplex Virus 1. Это подтверждает высокое сходство большинства

этих РНК с палиндромами, что согласуется с образованием этими РНК шпилек, которые

важны для формирования микроРНК. При этом длина оптимального палиндрома может

заметно отличаться от длины исходной последовательности.

Далее подробно рассмотрены четыре пре-микроРНК, которые связаны

с формированием долговременной памяти, у млекопитающих. В частности,

последовательности пре-микроРНК mir-206 различаются по длине, но вблизи петли

на шпильке РНК почти всегда выравниваются без вставок. При сравнении ортологичных

пре-микроРНК не обнаружено значимой связи между величиной imp(x) и МПЖ

у млекопитающих. Изменения imp(x) маленькие, что говорит о консервативности

вторичной структуры РНК. Среднее значение imp(x) для пре-микроРНК mir-134,

mir-182, mir-195 и mir-206 равно 0.193, что близко к среднему по всем пре-микроРНК.

При поиске совершенного палиндрома, близкого в метрике Левенштейна к

исходной последовательности, часто бывает несколько оптимальных палиндромов.

Но в рассматриваемых случаях изменение числа оптимальных палиндромов мало влияет

на стабильность вторичной структуры РНК, поскольку не приводит к формированию

альтернативных структур с близкой свободной энергией. Среди рассмотренных у

млекопитающих пре-микроРНК mir-134, mir-182, mir-195 и mir-206 максимальное число

оптимальных палиндромов равно пяти, медиана для разных пре-микроРНК от двух до

трёх. Для mir-195 подтверждена связь числа оптимальных палиндромов с логарифмом

от МПЖ. Коэффициент корреляции Пирсона равен 0.61, а p-значение равно 0.0015. Для
mir-134, mir-182 и mir-206 такой зависимости нет (p > 0.5).

Анализ последовательностей

На рис. 1 показано дерево пре-микроРНК mir-206 у 22 млекопитающих, построенное
методом максимального правдоподобия. Видно, что наибольшие отличия от других видов

наблюдаются у мышевидных грызунов, а также у опоссума. Наблюдается статистически

значимая связь между логарифмом МПЖ и длиной пути до листа в дереве. Результаты

собраны в табл. 2.

Большие отличия во вторичной структуре пре-микроРНК mir-206 вблизи петли

шпильки наблюдаются у мыши и хомячка. Напротив, у мышиного лемура замена

нуклеотида сохраняет вторичную структуру пре-микроРНК mir-206. Здесь пара

нуклеотидов U · G, связанных в шпильке РНК, заменяется на пару комплементарных

нуклеотидов C · G.
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Callithrix jacchus mir-206
Gorilla gorilla mir-206

Sus scrofa mir-206
Dasypus novemcinctus mir-206
Canis familiaris mir-206

Ornithorhynchus anatinus mir-206
Monodelphis domestica mir-206

Oryctolagus cuniculus mir-206
Bos taurus mir-206
Equus caballus mir-206
Eptesicus fuscus mir-206
Pteropus alecto mir-206
Capra hircus mir-206Tree scale: 0.01

Рис. 1. Дерево пре-микроРНК mir-206, построенное методом максимального

правдоподобия.

Таблица 2. Число последовательностей n, коэффициент корреляции Пирсона r между

логарифмом МПЖ и длиной пути до листа в дереве для пре-микроРНК mir-206, mir-195,

mir-182 и mir-134, а также p-значение

Пре-микроРНК n r p

mir-206 22 −0.67 0.0006

mir-195 24 −0.35 0.09

mir-182 24 0.12 0.6

mir-134 19 0.06 0.8

Последовательности пре-микроРНК mir-195 различаются по длине. У мыши два

варианта микроРНК, из которых mir-195b содержит вставку внутри консервативной

части. На рис. 2 показано дерево пре-микроРНК mir-195 у 23 млекопитающих,

построенное методом максимального правдоподобия. Если исключить mir-195b у мыши,

то наибольшие отличия наблюдаются у опоссума. Также выделяются грызуны, особенно

мышь и крыса, мышиный лемур, галаго, тупайя, парнокопытные (коза, бык и кабан). Но

связь изменений в mir-195 с логарифмом МПЖ выражена слабо, см. табл. 2.

При этом большие отличия во вторичной структуре пре-микроРНК mir-195 вблизи

петли шпильки наблюдаются у мыши. Напротив, у мышиного лемура, морской свинки

и крысы замены нуклеотидов мало влияют на топологию вторичной структуры РНК.

У морской свинки для mir-195 замена нуклеотида сохраняет вторичную структуру

пре-микроРНК. Здесь пара комплементарных нуклеотидов G · C, связанных в шпильке

РНК, заменяется на пару G · U, также связанных в шпильке.
Замены нуклеотидов в пре-микроРНК mir-195 обычно происходят на большем

расстоянии от петли шпильки, чем в mir-206, где замены часто происходят вблизи петли.

На рис. 3 показано дерево пре-микроРНК mir-182 у 24 млекопитающих. На рис. 4

показано дерево пре-микроРНК mir-134 у 19 млекопитающих. В том и другом случае

различия пре-микроРНК между видами маленькие и не связаны с МПЖ.
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Mus musculus mir-195b
Monodelphis domestica mir-195

Sus scrofa mir-195
Oryctolagus cuniculus mir-195

Cricetulus griseus mir-195
Pteropus alecto mir-195

Equus caballus mir-195
Canis familiaris mir-195

Capra hircus mir-195
Dasypus novemcinctus mir-195

Tupaia chinensis mir-195
Bos taurus mir-195

Cavia porcellus mir-195
Otolemur garnettii mir-195

Microcebus murinus mir-195
Rattus norvegicus mir-195
Mus musculus mir-195a

Macaca mulatta mir-195
Gorilla gorilla mir-195
Homo sapiens mir-195
Pan paniscus mir-195
Pan troglodytes mir-195
Nomascus leucogenys mir-195
Pongo pygmaeus mir-195

Tree scale: 0.1

Рис. 2. Дерево пре-микроРНК mir-195, построенное методом максимального

правдоподобия.

Cricetulus griseus mir-182
Rattus norvegicus mir-182

Mus musculus mir-182
Pteropus alecto mir-182

Otolemur garnettii mir-182
Microcebus murinus mir-182

Sus scrofa mir-182
Monodelphis domestica mir-182
Homo sapiens mir-182
Pongo pygmaeus mir-182
Pan troglodytes mir-182
Nomascus leucogenys mir-182
Gorilla gorilla mir-182

Oryctolagus cuniculus mir-182
Macaca mulatta mir-182
Bos taurus mir-182
Canis familiaris mir-182
Ornithorhynchus anatinus mir-182
Equus caballus mir-182
Eptesicus fuscus mir-182
Capra hircus mir-182
Callithrix jacchus mir-182
Dasypus novemcinctus mir-182
Cavia porcellus mir-182

Tree scale: 0.01

Рис. 3. Дерево пре-микроРНК mir-182, построенное методом максимального

правдоподобия.

ОБСУЖДЕНИЕ

Поскольку структура шпильки участвует в процессинге пре-микроРНК [1, 8],

изменение этой структуры может оказать влияние на уровень зрелой микроРНК. Наше

исследование показало, что в пре-микроРНК mir-195 и mir-206 некомпенсированных

отличий, влияющих на вторичную структуру РНК, у мышевидных грызунов

(надсемейство Muroidea) и у опоссума заметно больше, чем у других видов. Напротив,

у морской свинки для mir-195 и у мышиного лемура для mir-206 наблюдаются замены

нуклеотидов, сохраняющие вторичную структуру пре-микроРНК.

У мышевидных грызунов очень мала продолжительность жизни, максимальная около
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Mus musculus mir-134
Dasypus novemcinctus mir-134

Rattus norvegicus mir-134
Cricetulus griseus mir-134
Equus caballus mir-134
Canis familiaris mir-134

Bos taurus mir-134
Capra hircus mir-134
Ovis aries mir-134

Oryctolagus cuniculus mir-134
Callithrix jacchus mir-134
Macaca mulatta mir-134

Pan paniscus mir-134
Cavia porcellus mir-134
Pan troglodytes mir-134
Homo sapiens mir-134
Gorilla gorilla mir-134
Macaca nemestrina mir-134
Pongo pygmaeus mir-134Tree scale: 0.01

Рис. 4. Дерево пре-микроРНК mir-134, построенное методом максимального

правдоподобия.

4 лет. У опоссума МПЖ 5.1 лет. Морская свинка относится к грызунам, но сравнительно

далека от Muroidea, её МПЖ 12 лет. Мышиный лемур может прожить ещё дольше.

Это позволяет предположить, что у мышевидных грызунов и у опоссума, имеющих

малую МПЖ, происходит быстрое накопление замен, заметно влияющих на вторичную

структуру пре-микроРНК mir-195 и mir-206.

Рост скорости эволюции с уменьшением продолжительности жизни легко объяснить

увеличением числа поколений за время, прошедшее после расхождения видов. Например,

у мыши размножение может начаться на 42-й день, а беременность длится 19 дней [37]. У
опоссума размножение может начаться на 122-й день, а беременность длится 15 дней [37].
Однако сравнение с другими пре-микроРНК показывает, что изменения в mir-195 и

mir-206 гораздо больше, чем в других пре-микроРНК. Это позволяет предполагать

ослабление действия стабилизирующего отбора на mir-206 у видов с малой МПЖ. С

меньшей уверенностью это можно предполагать и для mir-195.

Росту МПЖ способствует развитие способов защиты от врагов и освоение

защищенных экониш [38], что связано с развитием когнитивных способностей.

Возможно, при малой продолжительности жизни долговременная память имеет меньшее

значение для выживания. С другой стороны, большая продолжительность жизни

предполагает длительное сохранение способности к обучению, что предполагает не

только запоминание нового, но также отказ от стереотипов, изменение поведения в

меняющихся условиях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Показано быстрое накопление изменений в структуре пре-микроРНК mir-195 и

mir-206 у некоторых видов. При этом mir-195 и mir-206 различаются между собой

по типу изменений. Но различается и роль зрелых микроРНК miR-195 и miR-206

и в формировании долговременной памяти. Наибольшие отличия от консенсуса

наблюдаются у видов с малой максимальной продолжительностью жизни, включая

мышевидных грызунов и опоссума. Напротив, пре-микроРНК mir-182 и mir-134 более

консервативные, а небольшие изменения не связаны с продолжительностью жизни.

Работа выполнена в рамках государственного задания ИППИ РАН, утвержденного

Минобрнауки России.
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Alignment of RNA sequences with secondary structure:

microRNA precursors

Georgii Khaziev1, Oleg Zverkov1, Alexandr Seliverstov1, Vassily Lyubetsky1

1Institute for Information Transmission Problems of the Russian Academy of Sciences
(Kharkevich Institute), Moscow, Russia

Abstract. The aim of the work is to analyze changes during the evolution of

those pre-microRNAs that are associated with long-term memory and learning in

mammals. Large changes are observed in the pre-microRNAs mir-195 and mir-206

in mouse-like rodents (superfamily Muroidea) and in opossum. But the changes are

small in all primates. Moreover, for mir-206, changes were shown to be related

to the logarithm of maximum life span. We suggest a significant weakening of

the effect of stabilizing selection on mir-206 in species with small maximum life

span. In contrast, both mir-134 and mir-182 are more conservative. Their small

changes are not related to maximum life span. Changes in the secondary structure

of pre-microRNA are also considered. For this study, the authors developed an

algorithm to truncate the input sequence to imperfect palindrome that is close

to a perfect palindrome and is obtained by removing a prefix or suffix when

possible. Such an imperfect palindrome roughly corresponds to an RNA hairpin.

It is important that the palindrome is delimited during the optimization. Software

implementation of the considered algorithm is created in Python. The programs

are available at http://lab6.iitp.ru/-/pali and http://lab6.iitp.ru/-/trimmers. Searching

for a perfect palindrome, close in the Levenshtein metric to the original sequence,

often yields several optimal palindromes. In this way, for mir-195, a relationship was

shown between the number of optimal palindromes and the logarithm of maximum

life span. There was no such relationship for the mir-134, mir-182, and mir-206.

Note that mir-195 and mir-206 differ from each other in the type of changes.

Key words: microRNA, long-term memory, life span, alignment, palindrome, hairpin, edit
distance, Mammalia, bioinformatics.
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