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Список используемых сокращений

bp – base pairs
FDR – false discovery rate
FC – fold change
KO – knocked out
NB – negative binomial distribution
NGE – neighboring gene effect
PAS – polyadenylation site
puORF – polymorphic upstream open reading frame
RNA-Seq – ribonucleic acid sequencing
QL – quasi-likelihood
Ribo-Seq – ribosome profiling
RO – ribosome occupancy
SGDP – saccharomyces genome deletion project
SGA – systematic genetic analysis
TSS – transcription start site
uORF – upstream open reading frame
WT – wild type
АТФ – аденозинтрифосфат
ВИЧ – вирус иммунодефицита человека
ГТФ – гуанозинтрифосфат
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота
мРНК – матричная рибонукленивая кислота
Мет-тРНК – инициаторная метионил-тРНК
НТО – нетранслируемая область
ОРС – открытая рамка считывания
ПЦР – полимеразная цепная реакция
тРНК – транспортная рибонуклеиновая кислота
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Введение
Гаплоидный геном дрожжей Saccharomyces cerevisiae содержит около 6000

генов [1]. Два десятилетия назад в рамках программы SGDP (англ. Sac-
charomyces Genome Deletion Project) была создана библиотека нокаутных
штаммов [2, 3]. Целью этого проекта было выяснение функций отдельных ге-
нов посредством фенотипического анализа соответствующих мутантов. Каж-
дый ген в этой библиотеке был заменен кассетой KanMX [4], содержащей ген
устойчивости к антибиотику G418 под контролем сильного TEF-промотора.
Терминатор TEF, а также соседние последовательности, в том числе искус-
ственные уникальные теги и участки из исходного вектора, вставляются в
хромосому вместе с геном KanMX.

Создание нокаутной библиотеки было революционным в области молекуляр-
ной генетики эукариот. В частности, многие гены были функционально оха-
рактеризованы путём анализа фенотипа и генетических взаимодействий со-
ответствующих нокаутных штаммов [5, 6, 7].

Тем не менее, в ходе процедуры производства нокаутного штамма генети-
ческий локус претерпевает сильные изменения. Поскольку дрожжи имеют
компактный геном с очень короткими расстояниями между генами, введе-
ние сильно экспрессирующейся генетической кассеты, в принципе, может су-
щественно изменить профиль транскрипции прилегающих областей, влияя
на экспрессию соседних генов. Ранее было проведено исследование влияния
соседних генов (англ. neighboring gene effect, NGE) на генетические взаимо-
действия [8, 9, 10]. Однако молекулярные механизмы такого воздействия не
анализировались.

В данной работе, используя данные рибосомного профайлинга для несколь-
ких десятков нокаутных штаммов S.cerevisiae, мы проанализировали тран-
скрипционные и трансляционные изменения, индуцированные кассетой
KanMX в модифицированных геномных локусах. Во многих случаях мы об-
наружили существенные изменения в уровне экспрессии соседних генов, про-
исходящие как на уровне транскрипции, так и на уровне трансляции. Эти
изменения включают смещение сайтов старта транскрипции и активацию
альтернативных сайтов полиаденилирования. Наиболее существенные изме-
нения наблюдались, когда удаляемый ген располагался в направлении “голо-
ва к голове” (5’-конец к 5’-концу) относительно соседнего гена. В этом слу-
чае смещение старта транскрипции соседнего гена в 5’-концевом направлении
удлиняло 5’-нетранслируемую область мРНК и влияло на её трансляцию че-
рез появление новых стартовых кодонов, предшествующих основному. При
расположении генов “хвост к хвосту” (3’-конец к 3’-концу) была обнаружена
активация альтернативных сайтов полиаденилирования в транскрипте сосед-
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него гена и, как следствие, укорочение 3’-нетранслируемой области.

Наши наблюдения описывают взаимодействие кассеты KanMX с соседними
генами и дают представление о молекулярных механизмах, вовлеченных в
феномен NGE. Мы предполагаем, что во многих случаях NGE нокаутных
штаммов вызван дефектами на трансляционном уровне, аналогичным тем,
которые были выявлены в нашем исследовании.
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Обзор литературы

Saccharomyces cerevisiae как модельный организм
Дрожжи Saccharomyces cerevisiae имеют долгую историю взаимодействия

с человеком, будучи первым одомашненным организмом [5]. Они давно при-
знаны одной из ключевых моделей эукариотической клетки. “Дрожжи, бла-
годаря легкости, с которой они могут быть культивированы на искуственных
средах, и относительно большим размерам клеток, являются особенно благо-
приятными объектами для экспериментов. ... Они внесли значительный вклад
в развитие общей физиологии и биологии.” Это заявление было сделано в да-
леком 1920 году [11] и до сих пор не потеряло актуальности. В частности,
после идентификации гена в любом организме исследователи обычно стара-
ются найти гомолог в базе данных генома S. cerevisiae. Благодаря огромной
работе «дрожжевого» исследовательского сообщества нахождение гомолога
сразу приносит много полезной информации [12]. Успех обусловлен тем, что,
в дополнение к известной полной последовательности генома, S. cerevisiae
– единственный эукариотический организм, для которого существует пол-
ногеномная коллекция генетических нокаутов – штаммов с делециями или
мутациями каждого из 6000 генов. Важнейшее её применение – понимание
функции генов, генетических взаимодействий и их связи с фенотипом [5].

Концепция проекта по созданию коллекции делеций возникла после секвени-
рования генома S. cerevisiae. Проект секвенирования был осуществлён одним
из первых подобных и послужил моделью для многих последующих проектов
по расшифровке геномов. Два результата данного проекта оказали огромное
влияние на научное сообщество. Во-первых, несмотря на десятилетия усилий,
большинство белок-кодирующих генов, предсказанных по последовательно-
сти ДНК, были новыми (ранее не идентифицированными в каких-либо экс-
периментах) [13]. Этот результат, в частности, укрепил амбиции проекта “Ге-
ном человека”, положив конец многим опасениям по поводу его ценности.
Во-вторых, было обнаружено, что очень много генов дрожжей являются эво-
люционно консервативными, а это, в свою очередь, выступило поддержкой
идеи, что сравнительный анализ геномов организмов поможет аннотировать
геном человека. И действительно, около 1000 болезней человека ассоциирова-
ны с генами, которые имеют функциональные ортологи в геноме S. cerevisiae
и могут быть изучены в этом организме [5, 14].

Проект SGDP по созданию делеционной коллекции
К 1996 году геном дрожжей Saccharomyces cerevisiae был полностью се-

квенирован. В результате было определено, что последовательность ДНК
размером 12068 тпо (тысяч пар оснований), записанная на 16 хромосомах,
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содержит: 5885 потенциально кодирующих белки генов; 140 генов, кодирую-
щих рибосомальные РНК (рРНК); 40 генов малых ядерных РНК (мяРНК) и
275 генов транспортных РНК (тРНК) [1]. Соотвественно, следующей задачей
было определение биологических функций этих генов.

Чтобы приступить к решению этой задачи, в рамках проекта SGDP была
создана коллекция мутантных штаммов. Для этого использовалась страте-
гия делеции генов, основанная на полимеразной цепной реакции (ПЦР) [15].
Открытые рамки считывания (ОРС) были заменены от стартового кодона до
стоп кодона кассетой KanMX, каждая из которых была сконструирована с
использованием двух последовательных ПЦР (Рис. 1).

Рис. 1. Стратегия делеции ОРС. U1,UP,U2 – теги, предшествующие кодиру-
ющей части вставки (изобрежена зеленым цветом), в том числе уникальные
для каждого нокаута. D1,DN,D2 – аналогичные теги на 3’ конце кассеты [4].

В результате каждый ген в этой библиотеке был заменен кассетой KanMX,
содержащей ген устойчивости к антибиотику G418 под контролем сильного
TEF-промотора. Терминатор TEF, а также соседние последовательности, в
том числе искусственные уникальные теги и участки из исходного вектора,
вставляются в хромосому вместе с геном KanMX [4] (Рис. 2).
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Рис. 2. Строение делеционного модуля.

Применение нокаутной коллекции
Первое описание проекта появилось в 1999 году [3], когда было получено

чуть более трети штаммов.
Основными результатами были следующие:

1) 17 % генов являются критически важными (англ. essential), т.е. при их
нокауте клетки не растут.

2) Только около половины из них были ранее известны.

3) Те гены, которые не являются критически важными для роста, с большей
вероятностью, по сравнению с критически важными, имеют гомологов.

О завершении проекта было объявлено в 2002 году [2]. В результате стало из-
вестно, что 18.7 % из 5916 ОРС являются необходимыми для роста, при этом
15 % жизнеспособных штаммов растут медленно. Определено, что корреля-
ция между генами, необходимыми для приспособленности в определенных
условиях, и теми генами, транскрипция которых в этом состоянии повышена,
незначительна. В то время это было неожиданным результатом, потому что
считалось, что повышенная экспрессия генов сообщает о необходимости гена
в данном состоянии. Теперь же у нас есть более глубокое понимание регуля-
ции экспрессии. Например, сейчас известно, что реакция на стресс включа-
ет в себя множество посттранскрипционных событий, которые обеспечивают
более быстрый ответ. Это осуществляется различными механизмами регуля-
ции, например, с помощью коротких рамок считывания, предшествующих
основному стартовому кодону ОРС (англ. upstream ORF)[16], образования
стресс-гранул [17], блокирования выхода рибосомальных субъединиц через
ядерную пору и многих других [18].

Создание библиотеки позволило проводить полногеномные скрининги для
выявления генов, участвующих в клеточных процессах. Несколько ранних
применений скрининга отличались своей строгостью и установили стандарт
для последующих исследований. Например, работа по выявлению генов, ко-
торые регулируют деление клеток [19], а также поиск генов, необходимых для
устойчивости к токсину “K1 killer toxin” [20]. Эти два исследования выявили
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несколько важных моментов. Во-первых, было обнаружено много генов, ра-
нее не связанных с этими широко изученными фенотипами, что подчеркивает
низкую чувствительность и небольшой охват стандартных генетических ме-
тодов. Во-вторых, многие гены, аннотированные к одной функции, оказались
многофункциональными и вовлеченными в несколько разных клеточных про-
цессов [5].

С помощью коллекции также стало доступно обнаружение целевых и неце-
левых эффектов конкретных соединений, в первую очередь лекарственных,
путем тестирования библиотеки делеционных мутантов на гиперчувствитель-
ность. Например, так было обнаружено, что тамоксифен – терапевтический
препарат для лечения рака молочной железы – нарушает гемеостаз кальция,
а фосфатидилсерин является мишенью для папуамида B – липопептида с ак-
тивностью против ВИЧ [21].

Одни из наиболее интересных применений коллекции нокаутных штаммов
посвящены изучению нейродегенеративных расстройств. В них проводились
полногеномные скрининги мутантов, обнаружившие штаммы, чувствитель-
ные к действию какого-либо токсического метаболита или белка. Такой под-
ход был применен для изучения действия альфа-синуклеина, вовлеченного в
болезнь Паркинсона [22], а также болезней Хантингтона [23], Крейтцфельдта
— Якоба и других нарушений [24, 25].

Генетические взаимодействия
Отдельно хочется выделить работы, в которых рассматриваются множе-

ственные мутации, – такие исследования позволяют глубже понять взаимо-
связи генотипа и фенотипа. Еще в далеком 1909 году Уильям Бейтсон при-
писал эпистаз специфическому типу генетических взаимодействий, при ко-
тором одна мутация маскирует эффекты другой мутации, так, что двойной
мутант напоминает более экстремальный одиночный мутант, а не ожидае-
мый комбинированный эффект обеих мутаций. Рональнд Фишер обобщил
этот термин, чтобы включить любой мультилокусный мутантный эффект,
который отклоняется от ожидаемого фенотипа, связанного с объединением
соответствующих индивидуальных локусов [26]. Считается, что генетические
взаимодействия лежат в основе различных аспектов биологии, включая эво-
люцию пола, видообразование и сложные заболевания [27].

Генетическое взаимодействие может быть количественно оценено путем из-
мерения какого-либо параметра, характеризующего одно- и двухмутантные
фенотипы, и расчёта коэффициента взаимодействия, отражающего любое от-
клонение от ожидаемого комбинированного эффекта одиночных мутаций.
Для фенотипов, связанных с измененной приспособленностью или скоростью
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роста, наиболее широко принятая модель объединяет фенотипы, связанные
с мутациями в независимых генах, используя мультипликативное уравнение
[28]. В случае отсутствия генетического взаимодействия ожидается, что фе-
нотип двойного мутанта будет эквивалентен произведению фенотипов, свя-
занных с соответствующими одиночными мутантами. Следовательно, как по-
казано на Рис. 3, генетическое взаимодействие оценивается путем выявления
двойных мутантов, фенотип которых отличается от ожидаемого значения.

Рис. 3. Графическое представление количественной оценки генетических вза-
имодействий. А – негативные генетические взаимодействия, В– положитель-
ные симметричные, С– положительные ассиметричные [28].

В принципе, любой фенотип может быть использован для обнаружение ге-
нетического взаимодействия, но скорость роста клеток, которая может быть
легко измерена и количественно определена, интегрирует клеточную физио-
логию и является функционально информативной для изучения.

Варианты генетического взаимодействия можно классифицировать следую-
щим образом: (Рис. 3) [28]

1) Негативное генетическое взаимодействие:
Генетическое взаимодействие, при котором двойные мутанты демонстри-
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руют более низкие показатели роста, чем ожидалось, включая уменьше-
ние или полную нежизнеспособность двойного мутанта

2) Положительное симметричное генетическое взаимодействие:
Генетические взаимодействия, которые характеризуют менее тяжелые по-
следствия двойной мутации, чем ожидалось. Например, делеция допол-
нительных генов, кодирующих компоненты того же ферментативного или
сигнального пути, либо белкового комплекса (который не является кри-
тически необходимым для роста), в котором участвует первый делети-
рованный ген, часто не приводит к усилению фенотипа. Таким образом,
фенотипы одиночных и двойных мутантов, включающих гены белкового
комплекса, будут количественно неразличимы. Это означает, что двой-
ной мутант не соответствует ожидаемой мультипликативной модели, а
показывает симметричный положительный вариант генетического взаи-
модействия.

3) Положительное асимметричное генетическое взаимодействие:
Положительное генетическое взаимодействие также может быть асси-
метричным – в случае, когда сила фенотипического эффекта варьиру-
ется между одиночными и ожидаемым у двойных мутантов. Ассимет-
ричный подкласс включает в себя так называемые “маскирующие взаи-
модействия”, где приспособленность двойного мутанта лучше, чем ожи-
далось, и напоминает самую низкую приспособленность из одиночных
мутантов. А также содержит “супрессирующие взаимодействия”, которые
могут быть результатом комбинации двух мутаций с потерей функции,
но часто включает специализированные аллельные комбинации и, таким
образом, является относительно небольшим подмножеством.

Глобальная сеть генетических взаимодействий
Объединение результатов крупномасштабных исследований по изучению

генетических взаимодействий позволяет не только получать информацию о
биологических путях и функциях генов, но а также обеспечивать фунда-
ментальное понимание генетической архитектуры, лежащей в основе взаи-
мосвязи генотипа и фенотипа. Для получения таких данных используется
SGA (англ. Systematic Genetic Analysis) – автоматизированная методика для
получения большого массива данных [29]. Как уже отмечалось, результаты
подобного анализа можно разделить на две категории: отрицательные и по-
ложительные генетические взаимодействия. Отрицательные взаимодействия
представляют особый интерес, поскольку они имеют тенденцию связывать
функционально родственные гены, которые воздействуют на один и тот же
существенный биологический процесс [30]. И, с другой стороны, положитель-
ные взаимодействия могут связывать гены, кодирующие элементы одного и
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того же белкового комплекса, поскольку, как только функция комплекса на-
рушается мутацией одного компонента, фенотип не может уже быть ухудшен
удалением дополнительных компонент, но иногда может быть улучшен бла-
годаря снятию токсического эффекта от неполного комплекса. [31]. Однако
подавляющее число положительных взаимодействий не связывают гены в
рамках одного и того же пути или даже функционально связанных генов,
а вместо этого имеют тенденцию отображать более общие регуляторные це-
пи, связанные с дефектами клеточного цикла или клеточного протеостаза.
Кроме того, набор отрицательных и положительных генетических взаимо-
действий для данного гена обеспечивает количественную меру функции гена,
а подмножества генов с очень похожими профилями генетического взаимо-
действия часто принадлежат к одному и тому же биологическому процессу,
пути и/или белковому комплексу[32].

Рис. 4. Кластеризация глобальной сети генетических взаимодействий [32].

На основании этих данных была построена глобальная сеть генетических
взаимодействий для Saccharomyces cerevisiae, состоящая почти из миллио-
на связей (Рис. 4). Это исследование не только выявило общие свойства ге-
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нетических взаимодействий, но и показало, что глобальная сеть группиру-
ет гены в иерархическую модель клеточной функции. Например, при самом
высоком разрешении сети подобия профиля, гены группируются в модули,
соответствующие белковым процессам и путям. На промежуточном уровне
разрешения сети группы объединяются вместе для определения конкретных
биологических процессов. Наконец, на самом общем уровне разрешения се-
ти, кластеры генов, представляющие биологические процессы, группируются
в более крупные модули, соответствующие конкретным клеточным компо-
нентам. Эта биологическая организация генов обеспечивает мощный ресурс
для предсказания функции ранее неаннотированных генов [32, 8] .

Эффект соседствующего гена
Одно из очевидных предположений при использовании мутантной кол-

лекции состоит в том, что любой фенотип, наблюдаемый в конкретном штам-
ме, проистекает из специфической мутации, которая контролируемо создана
исследователем. Однако, как было показано [10], созданная делеция может
влиять также и на экспрессию соседних генов. Данный феномен получил на-
звание “Эффект соседствующего гена” (англ. Neighboring Gene Effect, NGE).

Прямым результатом NGE является неверная функциональная аннотация
гена: мутация в нём ассоциируется с фенотипом, который не связан с этим
геном, а связан с геном-соседом. При этом сам соседний ген, ответственный
за фенотип, по какой-то причине может оказаться, наоборот, не соотнесён с
этим фенотипом. Оба гена также показывают схожий профиль генетических
взаимодействий с другими генами, что позволяет делать вывод о том, что они
относятся к одному и тому же биологическому процессу, пути и/или белково-
му комплексу. Очевидно, что в случае NGE данный вывод будет неверным.

Рис. 5. Зависимость схожести генетического взаимодействия соседних генов
от расстояния между ними. Отрицательные значения соотвествуют физиче-
скому перекрыванию.

13



В ходе нескольких исследований было определено, что NGE имеет место в
7-15% результатах отрицательных генетических взаимодействий [8, 9, 10].
Кроме того, наблюдается зависимость между расстоянием между генами и
вероятностью NGE – наиболее опасны ситуации при расстоянии до 350-400
bp [8, 9] (Рис. 5). При этом в силу компактности генома S. cerevisiae такие
ситуации довольно часты.

Эти результаты имеют серьезные последствия для системной биологии в свя-
зи с широтой использования делеционной коллекции, освещенной выше. При
этом молекулярные механизмы NGE оставались неизвестными.

Трансляция у эукариот и её регуляция
Прежде чем перейти к результатам нашего исследования, описывающим

молекулярные механизмы NGE, рассмотрим трансляцию и некоторые спосо-
бы регуляции экспрессии генов, необходимые для последующего изложения.

Синтез белка – один из ключевых процессов в клетке, состоящий из несколь-
ких стадий – инициации, элонгации, терминации и рециклинга. Каждая ста-
дия регулируется множеством факторов. В нашем случае особого внимания
заслуживают стадии инициации и терминации.

Инициация трансляции

Инициация трансляции мРНК происходит по механизму “сканирующей
рибосомы” [33]. Данный процесс можно также разбить на этапы [34, 35, 36]:

1) Формирование тройственного комплекса:
Происходит активация фактора инициации трансляции eIF2 путем свя-
зывания ГТФ и последующее связывание инициаторной метионил-тРНК
(Мет-тРНК) с ГТФ-формой eIF2.

2) Формирование 43S преинициаторного комплекса:
С 40S субъединицей рибосомы связывается тройственный комплекс, а
также факторы инициации eIF1, eIF1A, eIF5 и мультисубъединичный
фактор eIF3.

3) Образование 48S инициаторного комплекса:
43S комплекс связывается с 5’ концом мРНК, ассоциированным с группой
факторов eIF4, а также, вероятно, с поли-А связывающим белком PABP,
который может замыкать мРНК в кольцо благодаря взаимодействию с
поли-А хвостом и кэп-связывающим комплексом eIF4F.

4) Сканирование 5’ нетранслируемой области мРНК:
Малая субъединица рибосомы вместе с факторами движется вдоль мРНК
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в направлении от 5’ к 3’, сканируя последовательность на наличие стар-
тового кодона. На этом этапе факторы eIF1 и eIF1A связаны с P- и A-
сайтами рибосомы, соотвественно. Фактор eIF1 обеспечивает точность
узнавания, а фактор eIF5 является стимулятором ГТФазной активности
eIF2, однако до момента узнавания AUG-кодона он неактивен (точнее,
гидролиз ГТФ, по-видимому, происходит ещё в начале сканирования, но
высвобождение фосфата возможно только после узнавания AUG).

Рис. 6. Модель канонической эукариотической инициации трансляции [35].

5) Формирование 80S рибосомы:
Когда в Р-сайте рибосомы оказывается AUG кодон в подходящем нук-
леотидном контексте, кодон-антикодоновое взаимодействие между стар-
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товым кодоном и антикодоном Мет-тРНК приводит к вытеснению eIF1 из
P-сайта и изменению конформации рибосомы. Далее из связанной с eIF2
молекулы ГТФ, ранее гидролизованной под действием eIF5, освобожда-
ется фосфат, после чего ГДФ-форма eIF2, а также eIF5 освобождаются
из комплекса. С комплексом связывается фактор eIF5B, который способ-
ствует присоединению 60S субъединицы рибосомы. При этом происходит
сначала диссоциация всех оставшихся факторов, кроме eIF1A и самого
eIF5B, а по завершение формирования 80S рибосомы из комплекса уходят
и они.

Свободный A-сайт связывает первую элонгационную аминоацил-тРНК в фор-
ме её тройственного комплекса с eEF1A и ГТФ. Далее происходит расщеп-
ление ГТФ, освобождение eEF1A из рибосомы, что дает возможность осу-
ществлению реакции транспептизации. Образование первой пептидной связи
– это уже первый акт элонгации полипептида, за которым следует первая
транслокация. Далее рибосома продолжает элонгационный цикл, состоящий
из следующих друг за другом стадий: связывания аминоацил-тРНК, тран-
спептидации и транслокации.

Терминация трансляции

Синтез продолжается до тех пор, пока в A-сайте рибосомы не окажется
стоп-кодон. Далее происходит высвобождение синтезированного полипепти-
да, осуществляемое работой двух факторов терминации – eRF1 и eRF3 [37].

Фактор eRF1 состоит из 3 доменов и имеет пространственное сходство с
тРНК. N-концевой домен eRF1 в комплексе с рибосомой отвечает за специ-
фичное распознавание стоп-кодонов [38]. Средняя часть eRF1 осуществляет
гидролиз пептидил-тРНК связи, в результате которого происходит высвобож-
дение синтезированного полипептида [39]. C-концевой домен eRF1 содержит
участки связывания с фактором eRF3 и фактором рециклинга ABCE1 [40].
Фактор eRF3 является ГТФазой, необходимой, по-видимому, в первую оче-
редь для доставки eRF1 [41].

Считается, что посадка фактора eRF1 осуществляется в составе тройственно-
го комплекса eRF1·eRF3·ГТФ [42]. После распознавания стоп-кодона проис-
ходит гидролиз ГТФ, приводящий к конформационным изменениям в струк-
туре комплекса, в результате которых становится возможной нуклеофиль-
ная атака эфирной связи пептидил-тРНК молекулой воды. После гидроли-
за ГТФ происходит диссоциация eRF3·ГДФ из терминационного комплек-
са, что делает возможным посадку фактора рециклинга ABCE1, связыва-
ние с которым стимулирует каталитическую активность eRF1 и стабилизи-
рует комплекс 80S·eRF1 [43, 40]. Далее происходит эффективное расщепление
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эфирной связи пептидил-тРНК и синтезированный полипептид высвобожда-
ется (Рис. 7). Однако точный механизм терминации еще не до конца изучен.
Например, в недавней работе было выдвинуто предположение, что фактор
ABCE1 участвует во всех стадиях терминации трансляции: после заверше-
ния элонгации сначала происходит присоединение комплекса ABCE1·eRF3, а
только потом посадка eRF1 [44].

Рис. 7. Модель эукариотической терминации трансляции [42].

В результате терминации трансляции мы имеем 80S пост-терминационный
комплекс, состоящий из 80S рибосомы, мРНК и диацилированной тРНК. В
А-сайте рибосомы остается фактор eRF1, С-домен которого связан с факто-
ром ABCE1 [42].

Следующий этап – рециклинг рибосом: высвобождение субъединиц рибосом
из пост-терминационного комплекса для того, чтобы заново быть вовлечен-
ными в цикл трансляции. На первом шаге рециклинга происходит высвобож-
дение большой субъединицы рибосомы, осуществляемое фактором ABCE1,
при этом eRF1 используется как «молекулярный рычаг».

Рис. 8. Модель эукариотического рециклинга рибосом [42].

В результате происходит диссоциация 60S субъединицы и высвобождение
eRF1 (Рис. 8). Считается, что после этого шага рециклинга фактор ABCE1
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может оставаться связанным с пост-терминационной 40S субъединицей, пре-
пятствую обратному присоединению 60S субъединицы и способствуя привле-
чению факторов инициации [45] По видимому, он продолжает находиться на
40S и при инициации – вплоть до узнавания стартового кодона.

После освобождения 60S субъединицы на стоп-кодоне остается 40S субъеди-
ница, связанная с мРНК и содержащая в Р-сайте деацилированную тРНК.
Дальнейший разбор оставшегося комплекса изучен пока недостаточно, одна-
ко в этом процессе, скорее всего, принимают участие белки MCT-1/DENR,
eIF2D и, возможно eIF3 [46, 47, 48].

Реинициация трансляции и uORF

Большое значение имеют случаи, когда трансляционный цикл заверша-
ется не высвобождением пост-терминационных рибосом, а вторым раундом
инициации на той же мРНК – реинициацией.

Около 13% дрожжевых мРНК и 49% мРНК человека перед основной рамкой
имеют короткие рамки считывания в 5’ нетранслируемой области, называе-
мые uORF (англ. upstream ORF) [49, 50]. uORF обычно предшествует основ-
ной рамке, либо перекрываются с ней. Ранее считалось, что uORF чаще всего
выполняет регуляторную функцию, влияя на уровень трансляции основной
рамки и не кодирует смысловой пептид, однако в последнее время появля-
ется всё больше указаний на функциональность кодируемых ими пептидов,
а в недавней работе с помощью систематического скрининга были выявле-
ны десятки таких случаев, а также было показано, что некоторые из этих
микропептидов образуют комплексы с белками, закодированными в основ-
ной рамке той же мРНК [51]. Но всё же основной функцией uORF является,
видимо, регуляция трансляции основной рамки – такие случае показаны для
мРНК, кодирующих факторы, вовлеченные в клеточный цикл, стресс, кле-
точную дифференцировку и целый ряд других процессов [52, 53, 50].

Основной механизм этой регуляции следующий: трансляция uORF приводит
к тому, что инициаторный комплекс не доезжает до основной рамки считыва-
ния, располагающейся дальше. В результате число рибосом, транслирующих
основную рамку, намного ниже числа тех, что связались с 5’-концом мРНК.
Однако из-за того, что факторы инициации и элонгации медленно диссоции-
руют с рибосомы после начала элонгации, после терминации на стоп-кодоне
короткой uORF они могут быть заново вовлечены, чтобы произвести реини-
циацию на следующей открытой рамке [54]. Потенциал uORF для такой ре-
гуляции зависит от нескольких факторов: близости uORF к основному старт-
кодону, её длины, аминокислотного состава и контекста старт-кодона, а также
количества таких рамок в лидере [55].
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Однако важно отметить, что вклад uORF не ограничивается этими просты-
ми эффектами. Было показано, что редкие мутации и полиморфизм uORF
транскриптов человека могут быть причиной заболеваний и иметь сильное
влияние на фенотип. В одной из работ, посвященной этому феномену, было
идентифицировано 509 человеческих генов с полиморфными uORF (puORF)
и описано несколько интересных проявлений [56]. Например, puORF в хемо-
киновом рецепторе CCR5 имеет связь с восприимчивостью к ВИЧ-1 и про-
грессированием СПИДа [57], puORF в рецепторах горького вкуса TAS2RP
и TAS2R3 могут приводить к изменениям в восприятии вкуса, а puORF в
рецепторах адренокортикотропного гормона, серотонина и окситоцина могут
изменять нейрогормональные реакции.

В дополнение к распространенным полиморфизмам известны редкие мута-
ции uORF способные вызывать серьезные заболевания. К примеру, наслед-
ственная форма тромбицитемии, вызванная мутацией в мРНК гена THPO,
устраняет uORF из-за дефектов сплайсинга и, таким образом, вызывает по-
вышенную трансляцию тромбопоэтина [58]. Иная мутация, вводящая uORF
в CDKN2A, вызывает семейную предрасположенность к меланоме [59]. Спи-
сок, что содержит наследственный гипотрихоз Мари Унна, дисгенез гонад,
наследственный панкреатит и другие заболевания [56], можно продолжить,
но вышеперечисленных фактов достаточно, чтобы продемонстрировать вы-
сокую чувствительность процесса трансляции к огромному числу факторов,
а также ключевое влияние его регуляции на уровне каждого транскрипта на
фенотип и работу целого организма.

Полиаденилирование и уровень экспрессии

В каноническом сценарии для участия в трансляции пре-мРНК долж-
на пройти ряд посттранскрипционных модификаций. Одна из них – добав-
ление поли(А)-хвоста к 3’ концу пре-мРНК. В 3’ конце пре-мРНК распо-
лагаются сайты полиаденилирования (обычно ААТААА или похожий уча-
сток), вскоре после которого ко-транскрипционно происходит разрез пре-
мРНК (преимущественно после “CA” динуклеотида) и дальнейшее добав-
ление поли(А)-хвоста, содержащего от 50 до нескольких тысяч аденинов, с
помощью поли(А)-полимеразы. Затем поли(А)-последовательность узнается
упомянутым ранее белком PABP (англ. poly(A)-binding protein), который при
связывании закрывает около 27 аденинов [60]. Полиаденилирование важно
для защиты 3’ конца от экзонуклеаз, для экспорта мРНК в цитоплазму и
для полноценной трансляции [61].

Один из механизмов контроля экспрессии генов – использование альтерна-
тивных сайтов полиаденилирования, а не основного [62]. Интересно, что бы-
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ла продемонстрирована тесная связь между транскрипцией и выбором сайта
полиаденилирования – высоко экспрессирующиеся гены предпочитают более
короткие 3’-НТО (нетранслируемые области) по сравнению с длинными изо-
формами 3’-НТО, наблюдаемыми в генах с низким уровнем экспрессии [63].

Рибосомный профайлинг

Рис. 9. Основные шаги эксперимента по рибосомному профайлингу [64].

Главным инструментом системного изучения трансляции является метод
рибосомного профайлинга (Ribo-Seq). Он основан на глубоком секвениро-
вании защищенных рибосомами фрагментов мРНК, позволяющем измерить
плотность рибосом вдоль всех молекул РНК, присутствующих в клетке. Вы-
сокая разрешающея способность метода позволяет проводить детальный ана-
лиз положения рибосом на отдельных РНК. Основными шагами метода яв-
ляются: иммобилизация рибосом с помощью антибиотика (как правило цик-
логексимида), обработка РНК-азами, выделение фрагментов, защищенных
рибосомами и их секвенирование (Рис. 9) [64].
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Цель и задачи исследования
Цель – выявить влияние нокаутирующей KanMX-кассеты на экспрессию

гена, соседнего с нокаутируемым, и определить молекулярные механизмы
этого процесса.

Задачи:

1) Проанализировать доступные данные рибосомного профайлинга нокаут-
ных штаммов дрожжей S. cerevisiae.

2) На основе анализа выявить случаи, когда KanMX-кассета оказывает непо-
средственное влияние на экспрессию соседствующих с ней генов.

3) Количественно охарактеризовать влияние этих случаев на уровень тран-
скрипции и трансляции соседнего гена.

4) Предложить модель механистического объяснения феномена NGE в най-
денных случаях.
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Материалы и методы

Исходные данные
Для нашего анализа был взят уникальный набор данных, содержащий

результаты рибосомного профайлинга и РНК-секвенирования для 57 нокаут-
ных штаммов (GEO: GSE100626)[65], а также данные, полученные ранее в на-
шей лаборатории для трёх других штаммов (GEO: GSE122039)[66]. Использо-
валась геномная последовательность и аннотация, опубликованная проектом
Ensembl (версии R64-1-1) [67]. Координаты альтернативных сайтов полиаде-
нилирования были загружены с GEO: (GSE95139)[68].

Методы
Обработка результатов секвенирования

Аннотация и геномная последовательность нокаутных штаммов была со-
здана с помощью инструмента reform [69], путем модификации исходной по-
следовательности генома штамма BY4741 дикого типа, опубликованной про-
ектом Ensembl (версии R64-1-1). Сырые данные секвенирования формата
SRA были загружены и преобразованы в fastq формат с помощью SRA toolkit
v2.9.4 [70]. Удаление адаптеров и тримминг прочтений по качеству было про-
изведено инструментом cutadapt v1.18 [71].

Выравнивания на оригинальный и модифицированные аннотированные гено-
мы, а также число уникальных на каждый ген выровненных прочтений были
получены программой STAR v2.7.0 [72]. С помощью инструментов samtools
[73] и bedtools v2.27.1 [74] результаты выравниваний формата BAM были
преобразованы в BedGraph профили. Каждый BedGraph профиль был нор-
мирован с помощью размеров библиотек и нормировочных факторов, полу-
ченных из анализа дифференциальной экспрессии. Визуализация профилей
была произведена с помощью программы svist4get [75].

Анализ дифференциальной экспрессии

Обработка и статистический анализ числа уникальных на каждый ген вы-
ровненных прочтений было произведено в среде языка R с использованием
пакета edgeR Bioconductor [76]. Гены с покрытием менее, чем 2 прочтения
на миллион, как минимум в 3 образцах РНК-cеквенирования из 11 и 4 об-
разцах рибосомного профайлинга из 16, были исключены из анализа (для
каждый пары: нокаут–контроль). Для подсчета дифференциальной экспрес-
сии РНК-секвенирования и RO (рибосомный профайлинг, нормированный на
количество транскриптов) была использована обобщенная линейная модель
(glmQLFit, glmQLFTest пакета edgeR).
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Модель для расчёта дифференциальной экспрессии

В результате выравнивания данных секвенирования строится таблица чис-
ла прочтений фрагментов – каунтов (от англ. counts) со строками, соответ-
ствующими генам, и столбцами для образцов. Для каждый пары ген-образец
мы имеем число, которое соотвествует уровню экспрессии данного гена в об-
разце. Для рибосомного профайлинга это число рибосомных футпринтов на
транскрипте данного гена. Наша задача – определить уровень изменения ак-
тивности транскрипции и трансляции каждого гена между группами образ-
цов, а также значимость этого изменения [77].

Данные с подсчётом каких-либо дискретных величин возникают во многих
биологических приложениях и часто моделируются распределением Пуассо-
на, когда среднее и дисперсия одинаковы. Однако в ситуациях, когда суще-
ствуют положительные корреляции между значениями, наблюдаемая дис-
персия значительно больше среднего значения. Для корректировки edgeR
использует негативное биномиальное распределение (NB) [78]. NB в данном
случае идеально, поскольку оно дискретно и обеспечивает высокую точность
при небольших значениях рассматриваемых величин. Оно также позволя-
ет учитывать изменчивость между биологическими репликами внутри од-
ной группы образцов, используя параметры дисперсии [79]. Модель NB в
современных версиях также расширена методами квази-правдоподобия (ан-
гл. quasi-likelihood, QL) для учета генно-специфической изменчивости как по
биологическим, так и по техническим причинам [80]. Таким образом:

𝑌𝑔𝑖 ∼ NB(𝑀𝑖𝑝𝑔𝑗, 𝜑𝑔)

А соответствующая функция вероятности NB распределения имеет вид [78]:

𝑓(𝑦;𝜇𝑔𝑖, 𝜑) = 𝑃 (𝑌𝑔𝑖 = 𝑦) =
Γ(𝑦 + 𝜑−1)

Γ(𝜑−1)

(︂
1

1 + 𝜇𝑔𝑖𝜑

)︂𝜑−1 (︂
𝜇𝑔𝑖

𝜑−1 + 𝜇𝑔𝑖

)︂𝑦

где 𝑌𝑔𝑖 – число прочтений для гена 𝑔 в образце 𝑖, 𝑀𝑖 – размер библиотеки
(общее число выровненных прочтений) в образце 𝑖, 𝜑𝑔 – дисперсия, а 𝑝𝑔𝑗
– относительное покрытие гена 𝑔 в экспериментальной группе 𝑗, к которой
относится образец 𝑖. Для NB распределения среднее значение 𝜇𝑔𝑖 = 𝑀𝑖𝑝𝑔𝑗.
Модифицированная дисперсия рассматривается, как квадратичная функция
среднего значения:

𝑣𝑎𝑟(𝑌𝑔𝑖) = 𝜎2
𝑔(𝜇𝑔𝑖 + 𝜇2

𝑔𝑖𝜑)

где 𝜑 – параметр дисперсии NB и 𝜎2
𝑔 – параметр дисперсии QL.

Любое увеличение наблюдаемой дисперсии 𝑌𝑔𝑖 будет моделироваться увели-
чением 𝜑 и/или 𝜎2

𝑔 . В данной модели NB дисперсия 𝜑 – глобальный параметр,

23



в то время как QL – генно-специфичный. Таким образом два параметра дис-
персии играют совершенно разные роли. NB дисперсия описывает общую
биологическую изменчивость по всем генам (разница между биологическими
образцами). Дисперсия же QL улавливает любую генно-специфическую из-
менчивость (на уровне отдельного гена дисперсия может быть как больше,
чем общая, так и меньше). Главная сложность подхода заключается в точном
расчёте дисперсии при небольшом числе реплик. Решение этой проблемы –
отдельная большая алгоритмическая задача. В последних версиях edgeR дя
этого используется эмпирический байесовских подход (EB) [81].

Для средних значений edgeR использует обобщенную линейную модель (GLM)
[79]. Среднее число каунтов для гена 𝑔 в образце 𝑖 представляется, как

log(𝜇𝑔𝑖) = 𝑥𝑖1𝛽𝑔1 + 𝑥𝑖2𝛽𝑔2 + ... + 𝑥𝑖𝑛𝛽𝑔𝑛 + 𝑜𝑖

где 𝛽𝑔𝑗 – ген-специфичное значение коэффициента 𝑗, 𝑥𝑖𝑗 – образец-специфичный
предиктор для 𝑗, а 𝑜𝑖 – образец специфичное смещение. Всего 𝑛 коэффициен-
тов, где каждый должен описывать некоторый фактор дизайна эксперимента
(например, различные биологические условия или batch эффект). Предикто-
ры могут быть дискретными или непрерывными, рассмотрим дискретные.
Выставление 𝑥𝑖𝑗 = 1 означает, что коэффициент 𝑗 влияет на экспрессию
образца 𝑖, т.е. фактор дизайна эксперимента 𝑗 оказывает влияние на этот об-
разец. Величина 𝛽𝑔𝑗 в свою очередь характеризует влияние этого фактора на
экспрессию гена 𝑔 в образце, когда 𝑥𝑖𝑗 ̸= 0, то есть это влияние присутствует.

Наконец, смещение определяет размер библиотеки – общее число каунтов
по всем генам в образце. Рассмотрим два образца 𝑖 = 1 и 𝑖 = 2, где размер
библиотеки 𝑖 = 1 в два раза больше, чем для 𝑖 = 2. Это означает, что ожида-
емое значение 𝜇𝑔1 будет также в два раза больше, чем 𝜇𝑔2 для одного и того
же гена g с одинаковым в действительности уровнем экспрессии. Смещение
гарантирует, что различия в размере библиотек не способствуют неверному
расчёту:

log(𝜇𝑔1) − 𝑜1 = log(𝜇𝑔2) − 𝑜2

Искомые значения log(𝐹𝐶)𝑔𝑖𝑗 (FC от англ. fold change), характеризующее во
сколько раз изменилась экспрессия гена 𝑔 между сравниваемыми группами
образцов 𝑖 и 𝑗, определяется отношением логарифмов средних. Значимость
же определяется характеристикой p-value𝑔𝑖𝑗 – вероятностью получить данное
log(𝐹𝐶)𝑔𝑖𝑗 при условии, что верна нулевая гипотеза (отсутствие в действитель-
ности изменений в экспрессии между генами). P-value𝑔𝑖𝑗 определяется значе-
ниями средних и дисперсий, расчитывается через t-критерий Стьюдента. На
основе p-value делается поправка на множественное тестирование генов – про-
цедура Бенджамини-Хохберга, в результате которой получаем параметр FDR
(англ. False Discovery Rate) [79].
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Приложение инструмента svist4get для анализа

Один из ключевых этапов анализа данных был произведен с помощью
программы svist4get. Это инструмент командной строки для настраиваемой
визуализации данных высокопроизводительного секвенирования (RNA-Seq,
Ribo-Seq и др.). Он был разработан мной и опубликован в 2019 году [75], а
его тестовая версия была представлена в виде курсовой работы на 2-ом курсе.

В качестве входных данных svist4get поддерживает следующие форматы:
bedGraph для геномных профилей (таблица, где для каждой геномной ко-
ординаты ставится в соответствие число, как правило характеризующее уро-
вень экспрессии), GTF формат для геномной аннотации (описание структуры
и расположения генов, транскриптов, экзонов и других структурных элемен-
тов генома), fasta формат для геномной последовательности каждой хромо-
сомы/контига.

Получив конкретное геномное окно, id гена или транскрипта для визуализа-
ции, svist4get автоматически выполняет сглаживание с помощью скользящего-
среднего сигнальных треков, если это необходимо, учитывая ширину изобра-
жения и размер геномного окна. В результате на выходе представляя файлы
pdf и png формата с оптимальными параметрами для каждого масштаба: от
десяток, до сотен тысяч нуклеотидов и для любого размера изображения.
Однако svist4get – это инструмент визуализации, поэтому данные требуют
предварительной обработки с помощью внешних инструментов, описанных
выше.

В данной работе была использована уникальная способность svist4get непре-
рывно визуализировать сотни заданных геномных участков в различных мас-
штабах, находясь на сервере, где хранятся обработанные данные.
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Результаты

Уровень экспрессии кассеты KanMX
Первым делом мы решили изучить общую структуру транскрипционных

и трансляционных изменений в модифицированном геномном локусе. Для
этого мы реконструировали геном дикого типа для нокаутных штаммов и
выровняли на них соответствующие данные РНК-секвенирования и рибосом-
ного профайлинга.

24882 bp
TRM10

-13.0

135.0 RNA-Seq

25584 bp
KanMX

-13.0

135.0 RNA-Seq

Рис. 10. Экспрессия KanMX кассеты в модифицированном локусе. Левая па-
нель – дикий тип (wt), правая – нокаутный штамм (KO). Треки (ось ординат)
отображают нормированное покрытие прочтениями РНК-секвенирования.
Положительные значения соответствуют прямой цепи ДНК, отрицательные
– обратной.

Рисунок 10 демонстрирует результаты такого сравнения для пары штаммов:
∆trm10 и WT . Мы наблюдали непропорционально высокую экспрессию ге-
на kan в мутантном штамме, по сравнению с эффективностью транскрипции
других генов, расположенных в пределах локуса. Высокий уровень экспрес-
сии был ожидаем, однако мы впервые показали, как неадекватно высок этот
уровень. Экспрессия на уровне трансляции аналогичным образом дерегули-
рована – наблюдается неадекватная нагрузка транскрипта kan на клеточный
механизм трансляции (Приложение, Рис. 18). Очень похожие результаты экс-
прессии кассеты были получены и для других штаммов.

Чрезмерная транскрипция искусственного модуля может исказить общую ак-
тивность всего локуса на эпигенетическом уровне. Действительно, даже на
Рис. 10, несмотря на мелкий масштаб, можно заметить достаточно сильное
падение транскрипции соседнего слева гена RFC4 (YOL094C ). При анализе
результатов дифференциальной экспрессии было установлено, что его экс-
прессия на уровне транскрипции упала в 4 раза (Приложение, Рис. 19).
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Кассета KanMX смещает сайты старта транскрипции со-
седних генов, приводя к появлению блокирующих uORF

Для дальнейшего анализа изменений внутри мутантных локусов мы до-
полнительно стали изучать экспрессию непосредственно близлежащих генов.
В случае штамма ∆pus3 мы наблюдали существенное снижение экспрессии
соседнего гена SPB4 на трансляционном уровне, тогда как его экспрессия на
транскрипционном уровне была понижена незначительно (Рис. 11, Прило-
жение: Рис. 20). Сопутствовал данным изменениям явный сдвиг сайта стар-
та транскрипции (TSS) гена SPB4 в сторону кассеты KanMX в нокаутном
штамме. Из-за этого сдвига AUG кодон, предшествующий основному, был
включен в 5’ нетранслируемую область транскрипта SPB4, тем самым обра-
зуя ингибирующую uORF (нижняя панель Рис. 11). Также стоит отметить,
что приобретенный uAUG кодон имеет оптимальный нуклеотидный контекст
(AggAUGA), и поэтому должен быть эффективно распознан трансляцион-
ным комплексом на этапе инициации [82]. Действительно, мы наблюдаем на-
личие рибосомного покрытия соответствующей uORF и сильное падение его
на основной рамке транскрипта. Снижение же количества мРНК SPB4 (Рис.
11, Приложение: Рис. 20), вероятно, может быть объяснено понижением её
стабильности, так как транскрипты, содержащие uORF, в клетках дрожжей
подвержены NMD (англ. nonsense-mediated decay) распаду [83].
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Рис. 11. Визуализация данных РНК-секвенирования и рибосомного профай-
линга PUS3-SPB4 локуса в штаммах wt (слева) и ∆pus3 (справа). Треки
(ось ординат) отображают нормированное покрытие, положительные значе-
ния соответствует прямой цепи ДНК, отрицательные – обратной. Нижняя
панель демонстрирует сдвиг TSS в нокаутном штамме (KO) в сравнении с
TSS дикого штамма (WT). Трансляция новой uORF (подсвечена на всех па-
нелях) приводит к критическому падению трансляции основной рамки гена
SPB4.
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Еще более драматический эффект на трансляционном уровне наблюдался
в случае нокаута гена TMA64, приводящего к дерегуляции соседнего гена
APC4, также расположенного в ориентации 5’ конец к 5’ концу (“голова к
голове”) (Рис. 12, Приложение: Рис. 21). В этом случае 5’ нетранслируемая
область транскрипта APC4, удлиненная в результате смещения TSS, содер-
жит два AUG кодона (нижняя панель Рис. 12). Трансляция появившихся в
результате этого uORF, продемонстрированная на результатах рибосомного
профайлинга, оказывается блокирующей для основной рамки транскрипта.

Любопытно, что предыдущие анализы штаммов нокаута ∆tma64 выявили
сильные отрицательные генетические взаимодействия TMA64 с генами, коди-
рующими компоненты комплекса стимуляции анафазы, циклосомы (APC/C)
[32], а также аномалии клеточного цикла [84]. Действительно, 7 из 10 гене-
тических взаимодействий TMA64, перечисленных в базе данных SGD [85] и
задокументированные по крайней мере в 2 источниках данных, связаны с
mitotic checkpoint (переходом от метафазы к анафазе). Наши данные предпо-
лагают, что эти взаимодействия являются ложно-положительными, вызван-
ными дефектом трансляции мРНК APC4 в штамме нокаута ∆tma64, который
мы обнаружили в нашем исследовании.
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Рис. 12. Визуализация данных РНК-секвенирования и рибосомного профай-
линга TMA64-APC4 локуса в штаммах wt (слева) и ∆tma64 (справа). Треки
(ось ординат) отображают нормированное покрытие, положительные значе-
ния соответствуют прямой цепи ДНК, отрицательные – обратной. Нижняя
панель демонстрирует сдвиг TSS в нокаутном штамме (KO) в сравнении с
TSS дикого штамма (WT). Трансляция новых uORF (подсвечены на всех па-
нелях) приводит к катастрофическому падению трансляции основной рамки
гена APC4.
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Кассета KanMX нарушает посттранскрипционную моди-
фикацию 3’ конца транскриптов соседних генов

Вышеприведенные случаи иллюстрировали изменения, когда нокаутный
ген и соседний, в котором произошли изменения, находились в расположении
“голова к голове”. Однако модуль KanMX также может нарушать правиль-
ную терминацию транскрипции и корректное формирование 3’ конца сосед-
него транскрипта при взаимном расположении 3’ конец к 3’ концу (“хвост
к хвосту”). Чтобы изучить это влияние, мы проанализировали ряд нокаут-
ных штаммов с таким взаимным расположением и, действительно, обнару-
жили смещение сайтов расщепления (англ. cleavage site) и полиаденилирова-
ния (PAS).

Смещение сайта полиаденилирования может быть проиллюстрировано но-
каутом TRM12 с резким изменением положения активного PAS соседнего ге-
на GLO1 (Рис. 13). В данном конкретном случае изменение, вероятно, было
неизбежным, поскольку исходный транскрипт GLO1 своим 3’ концом пересе-
кается с кодирующей областью TRM12, где его PAS обычно и находится. Од-
нако в нокаутном штамме ∆trm12 эта область удалена и заменена кассетой
KanMX. Картирование результатов РНК-секвенирования на геном ∆trm12
выявило укорочение 3’ нетранслируемой области более, чем в 2 раза. Данное
изменение, вероятно, является результатом активации одного из альтерна-
тивных сайтов полиаденилирования, расположенных в этом локусе (нижняя
панель, Рис. 13).
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Рис. 13. Визуализация данных РНК-секвенирования GLO1-TRM12 локуса
в штаммах wt (слева) и ∆tma64 (справа). Треки (ось ординат) отобража-
ют нормированное покрытие, положительные значения соответствуют пря-
мой цепи ДНК, отрицательные – обратной. Подсвеченной рамкой выделена
3’ нетранслируемая область транскрипта GLO1. На нижней панели стрел-
ками отмечены длины 3’-НТО в обоих штаммах. Вертикальная ось в лога-
рифмической шкале отображает частоту активаций альтернативных сайтов
полиаденилирования [68].
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Поскольку 3’ нетранслируемые области играют важную роль в регуляции
трансляции и контроле стабильности мРНК [61], в некоторых случаях из-
менения в них могут влиять как на количество и стабильность транскрип-
та, так и на уровень его трансляции. Действительно, в случае другой па-
ры генов, имеющей взаимное расположение “хвост к хвосту”, мы наблюдаем
значительное снижение покрытия рибосомами основной кодирующей обла-
сти гена SET3 в штамме, где соседний ген SAP190 был заменен кассетой
KanMX (Рис.14, Приложение: Рис.22). Данные изменения сопровождаются
резким укорочением 3’ нетранслируемой области SET3 в нокаутном штамме
практически на 100 нуклеотидов. Важно отметить, что в этом случае от-
сутствовало физическое пересечение основного сайта полиаденилирования с
удаленной кодирующей областью соседнего гена, но его активация всё равно
была нарушена.
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Рис. 14. Визуализация данных РНК-секвенирования и рибосомного профай-
линга SET3-SAP190 локуса в штаммах wt (слева) и ∆sap190 (справа). Треки
(ось ординат) отображают нормированное покрытие, положительные значе-
ния соответствуют прямой цепи ДНК, отрицательные – обратной. Подсвечен-
ной рамкой на верхней панели выделена 3’ нетранслируемая область тран-
скрипта SET3. На средней панеле рамкой подсвечен транскрипт SET3 и соот-
ветствующие ему профили покрытия. На нижней панеле стрелками отмечены
длины 3’ НТО в обоих штаммах. Вертикальная ось в логарифмической шкале
отображает частоту активации альтернативных сайтов полиаденилирования
[68].
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Смещения TSS и активация альтернативных PAS, как
молекулярный механизм NGE

В ходе анализа имеющихся в доступности данных рибосомного профай-
линга и РНК-секвенирования для нокаутных штаммов было выявлено, что
смещение TSS и активация альтернативных сайтов полиаденилирования пред-
ставляют особый интерес. Чтобы систематизировать полученные результаты,
мы построили график изменения длин нетранслируемых областей соседних
транскриптов, индуцируемых кассетой KanMX, в зависимости от их взаим-
ной ориентации (Рис. 15).

0

250

Head to Head (5'UTR) Head to Tail (3'UTR) Tail to Head (5'UTR) Tail to Tail (3' UTR)
Mitual orientation

U
T

R
's

 le
ng

th
 (

K
O

 −
 W

T
),

 b
p

500

1000

1500

2000

Distance

Рис. 15. Изменения длин нетранслируемых областей соседних генов, индуци-
руемые кассетой KanMX, в зависимости от взаимной ориентации.

Анализ показывает, что в случае ориентации “голова к голове” происходят
самые серьезные изменения: в 11 из 12 рассмотренных случаев, когда рас-
стояние между кодирующими частями генов менее 1000 нуклеотидов, мы на-
блюдали увеличение 5’ UTR вследствие сдвига TSS. Стоит отметить, что сме-
щение TSS имело место даже при расстояниях между кодирующими частя-
ми, превышающих 350-400 нуклеотидов. В случае взаимного расположения
“хвост к хвосту” наблюдается тренд к укорочению 3’ нетранслируемой об-
ласти в результате активации альтернативного сайта полиаденилирования,
однако сильным этот эффект, в сравнении со смещением TSS, назвать нель-
зя. В случае взаимных ориентаций “голова к хвосту” и “хвост к голове” се-
рьезных изменений в длинах нетранслируемых областей соседних генов не
наблюдалось. Однако изучение изменений в некодирующих областях таких
пар генов затруднено из-за того, что покрытие РНК-секвенирования сосед-
него и нокаутного генов находятся на одной цепи ДНК и в случае близкого
расположения генов являются неразличимыми и недоступными для включе-
ния в рассмотрение.
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Для результатов дифференциальной экспрессии РНК-секвенирования и RO
(англ. ribosome occupancy, отношение рибосомного покрытия к уровню тран-
скрипции, характерезующее эффективность трансляции) мы провели анало-
гичный анализ изменений для каждой взаимной ориентации(Рис. 16).

Рис. 16. Изменения уровня транскрипции (верхняя панель) и RO (нижняя
панель) соседних генов, индуцируемые кассетой KanMX в зависимости от
взаимной ориентации. FDR (англ. False Discovery Rate) – коэффициент лож-
ного обнаружения.

На уровне изменения транскрипции (верхняя панель Рис. 16) снова выделя-
ется ориентация “голова к голове”, в случае которой наблюдаются сильные
статистически значимые выбросы, как в сторону повышения, так и в сторону
падения транскрипции соседнего гена в несколько раз. Для других взаимных
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ориентаций, при наличии отклонений, чаще наблюдается снижение уровня
мРНК соседних транскриптов. В случае дифференциальной экспрессии RO
при ориентации “голова к голове” ожидаемо наблюдается повышенная веро-
ятность многократного значимого падения уровня трансляции. Случаи иной
ориентации имеют однократные выбросы, но в целом показывают колебание
изменения значений вокруг нулевой отметки (в логарифмической шкале).
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Заключение
Библиотека нокаутных штаммов SGDP является мощным и незаменимым

инструментом в изучении функции генов эукариот [5, 6, 7]. Однако из-за
компактности генома дрожжей замена каждого отдельного гена сильно экс-
прессирующейся кассетой KanMX потенциально может нарушать экспрессию
соседних генов. Важно отметить, что нежелательные эффекты кассеты мо-
гут выходить за пределы транскрипционного уровня, влияя на трансляцию
транскриптов. Во многих случаях эти изменения могут привести к непра-
вильной функциональной аннотации целевого гена, в то время как на самом
деле эффекты вызваны проблемами экспрессии соседних генов. Это явление
известно как NGE. Его следует принимать во внимание при проведении высо-
копроизводительных исследований и анализа генетических взаимодействий.
Несколько систематических исследований, посвященных этому важному во-
просу, показали, что NGE может быть вовлечен в 7-15% идентифицирован-
ных взаимодействий между генами [8, 9, 10]. Однако никаких механистиче-
ских объяснения этих эффектов предложено не было.

В нашем исследовании мы использовали преимущества данных рибосомно-
го профайлинга для изучения этой проблемы. Хотя этот мощный метод был
изначально разработан на S. cerevisiae [16, 86], на сегодняшний день было
проведено небольшое число исследований, содержащих данные рибосомного
профайллинга для нокаутных дрожжевых штаммов. Мы использовали один
из наиболее полных наборов данных, содержащих Ribo-Seq и RNA-Seq для
57 мутантных штаммов [65], а также данные, полученные в нашей лабора-
тории (лаборатория системной биологии старения НИИ физико-химической
биологии им. А.Н. Белозерского МГУ) [66]. Мы задокументировали несколь-
ко типов изменений генной экспрессии, включая транскрипционную актива-
цию или репрессию соседних генов; смещение TSSs соседнего гена в сторону
KanMX-кассеты, вызывающее появление ингибирующих uAUG в удлинен-
ном 5’ НТО, снижение эффективности трансляции и, вероятно, стабильно-
сти мРНК; а также активацию альтернативных сайтов полиаденелирования
пре-мРНК, приводящих к дерегулированию экспрессии мРНК на трансляци-
онном уровне.

Хотя наше исследование было ограничено количеством доступных наборов
данных рибосомного профайлинга дрожжей, даже эти несколько примеров
ясно показывают, что во многих случаях замена гена кассетой KanMX резко
влияет на экспрессию соседних генов как через транскрипционные, так и че-
рез трансляционные механизмы. Наиболее яркими результатами нашего ис-
следования были сдвиги TSS (в случае расположения генов “голова к голове”)
и активация альтернативных PAS (при ориентации генов “хвост к хвосту”),
приводящие к снижению трансляции мРНК. Эффекты сдвигов TSS и изме-
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нений PAS в нокаутирующих штаммах могут быть еще более важными при
различных условиях, клеточном стрессе или споруляции, когда правильный
выбор TSS и PAS наиболее важен [87, 88].

Выявленные закономерности изменения экспрессии соседних генов (Рис. 17)
могут объяснить феномен NGE в рассмотренных нами случаях, а также, ве-
роятно, во многих других.

Рис. 17. Модель, объясняющая NGE в нокаутных штаммах.

В целом мы предполагаем, что во многих случаях NGE в нокаутных штам-
мах вызывается дефектами на трансляционном уровне, аналогичными тем,
которые были выявлены в данном исследовании. Это следует учитывать при
использовании коллекции дрожжевых штаммов для функциональной анно-
тации генов и анализа генетических взаимодействий, а также при интерпре-
тации результатов, основанных на аналогичных методах целенаправленной
манипуляции генами в любом другом модельном эукариотическом организ-
ме.
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Выводы
1) В результате анализа данных рибосомного профайлинга нокаутных штам-

мов дрожжей S. cerevisiae обнаружены случаи влияния нокаутирующей
KanMX-кассеты на экспрессию соседнего гена.

2) Составлена классификация таких случаев:

а) транскрипционная активация или репрессия соседних генов;

б) смещение сайта старта транскрипции соседнего гена в сторону кассе-
ты KanMX, вызывающее появление ингибирующих uAUG в удлинен-
ной 5’-НТО и падение уровня трансляции основной рамки;

в) активация альтернативных сайтов полиаденелирования пре-мРНК,
приводящая к изменению длины 3’-НТО и дерегулированию экспрес-
сии мРНК на трансляционном уровне.

3) Количественно охарактеризовано влияние этих случаев на уровень тран-
скрипции и трансляции соседнего гена для 59 нокаутных штаммов дрож-
жей.

4) Предложена модель механистического объяснения феномена NGE (эф-
фекта соседствующего гена).
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Приложение

25584 bp
KanMX

-13.0

135.0 Ribo-Seq

Рис. 18. Экспрессия KanMX кассеты в модифицированном локусе на уровне
трансляции
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Рис. 19. Анализ дифференциальный экспрессии на уровне транскрипции для
генов, находящихся в одном локусе с геном TRM10. Сравнение произведено
для нокаутного штамма ∆trm10, контроль – WT. По оси ординат логарифм
диапазона изменения (англ. fold change), по оси абсцисс десятичный лога-
рифм расстояния до соседнего гена от TRM10. FDR (англ. False Discovery
Rate) - коэффициент ложного обнаружения.
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Рис. 20. Анализ дифференциальный экспрессии на уровне транскрипции (ле-
вая панель) и RO (правая панель) для генов, находящихся в локусе PUS3.
Сравнение произведено для нокаутного штамма ∆pus3, контроль – WT. По
оси ординат логарифм диапазона изменения (англ. fold change), по оси абс-
цисс десятичный логарифм расстояния до соседнего гена от PUS3. FDR (англ.
False Discovery Rate) - коэффициент ложного обнаружения.
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Рис. 21. Для локуса TMA64, аналогично описанию выше
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Рис. 22. Для локуса SAP190, аналогично описанию выше

48


	Список используемых сокращений
	Введение
	Обзор литературы
	Saccharomyces cerevisiae как модельный организм
	Проект SGDP по созданию делеционной коллекции
	Применение нокаутной коллекции
	Генетические взаимодействия
	Глобальная сеть генетических взаимодействий
	Эффект соседствующего гена
	Трансляция у эукариот и её регуляция
	Инициация трансляции
	Терминация трансляции
	Реинициация трансляции и uORF
	Полиаденилирование и уровень экспрессии

	Рибосомный профайлинг

	Цель и задачи исследования
	Материалы и методы
	Исходные данные
	Методы
	Обработка результатов секвенирования
	Анализ дифференциальной экспрессии
	Модель для расчёта дифференциальной экспрессии
	Приложение инструмента svist4get для анализа


	Результаты
	Уровень экспрессии кассеты KanMX
	Кассета KanMX смещает сайты старта транскрипции соседних генов, приводя к появлению блокирующих uORF
	Кассета KanMX нарушает посттранскрипционную модификацию 3' конца транскриптов соседних генов
	Смещения TSS и активация альтернативных PAS, как молекулярный механизм NGE

	Заключение
	Выводы
	Список литературы
	Приложение

