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Выявлены характеристики связывания miR414 с mRNA 236 генов хромосомы 4 Аrabidopsis thaliana.  Установлены 
существенные отличия mRNA изученных генов по числу сайтов связывания и энергии взаимодействия с miR414.   

 
МикроРНК (miRNA) растений изучены в меньшей степени, чем miRNA животных, однако 

интерес к ним постоянно растет и благодаря этому получают все больше новых данных о их роли в 
биологических процессах растений [1-5]. Показано участие miRNA в регуляции развития, роста, 
дифференцировки, апоптоза [6-10]. Экспрессия многих miRNA изменяется при реакции растений на 
абиотические и биотические виды стресса: засуха, температура, тяжелые металлы, токсины, патогены 
и т.д. [11-20].  

В большинстве публикаций по изучению miRNA выявлялись корреляции между увеличением 
или уменьшением их концентрации при различных воздействиях на растения,  либо в связи с 
процессами онтогенеза. Такая информация важна, однако еще мало изучено действие miRNA на 
конкретные mRNA генов-мишеней. Учитывая, что влияние  miRNA на различные процессы 
осуществляется посредством действия на mRNA, то очевидна необходимость выявления генов-
мишеней каждой miRNA. Эта задача является сложной, поскольку поиск в лаборатории генов-
мишеней для miRNA требует значительного времени и больших материальных затрат. Сложность 
задачи заключается и в том, что для одной miRNA, как правило, имеется несколько или даже десятки 
генов-мишеней, а для одного гена несколько miRNA, связывающихся с соответствующей mRNA.  

С помощью методов биоинформатики созданы базы данных о предполагаемых miRNA и их 
генах-мишенях (miRBase http://www.mirbase.org). Однако, даже в полностью секвенированных и 
аннотированных геномах Аrabidopsis thaliana и Oryza sativa выявляют новые miRNA и новые белок-
кодирующие гены. Кроме этого, известные методы предсказания генов-мишеней для miRNA имеют 
определенные недостатки и требуется создание более совершенных компьютерных программ и 
методических подходов для выявления мишеней для miRNA. 

К началу выполнения настоящей работы было известно более 300 генов miRNA А. thaliana. 
Среди этих miRNA для miR414 было известно наибольшее число генов-мишеней равное 100, что 
послужило причиной с помощью новых методических подходов дать характеристику сайтов 
взаимодействия miR414 с mRNA соответствующих генов. В работе проведен поиск новых мишеней 
для miR414 и установлены  характеристики взаимодействия этой miRNA с mRNA генов А. thaliana. 

Материалы и методы 
В качестве материала использованы нуклеотидные последовательности mRNA 4122 генов 

хромосомы 4 А. thaliana, которые были взяты из GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Нуклеотидная 



289 
 

последовательность miR414 получена из базы данных miRBase (http://www.mirbase.org). Известно 
несколько программ (RNAhybrid http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/mzhybrid, PicTar 
(http://pictar.bio.nyu.edu), TargetScanS http://genes.mit.edu/targetscan/), DIANA-microT 
(http://diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/micro_t.cgi), miRanda (http://www.microrna.org/),  rna22 
(http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22.html) и др.), которые позволяют предсказывать mRNA-мишени. 
Программы TargetScanS, TargetScan, miRanda основаны на использовании метода seed-
комплементарности, а программы DIANA-microT и RNAhybrid находят сайты гибридизации miRNA с 
mRNA с помощью термодинамических оценок. Программа RNAhybrid позволяет проводить поиск 
сайтов гибридизации нескольких типов: 5'-доминантного канонического, 5' seed-доминантного и 3’-
компенсаторного типа. Для расчета величины свободной энергии гибридизации (ΔG) мы использовали 
программу RNAHybrid 2.1. Поиск сайтов связывания miRNA 4122 изученных генов проводили по всей 
нуклеотидной последовательности mRNA. Сайты взаимодействия miRNA с mRNA определяли на 
основании величины ΔG и ее стандартного отклонения. Сродство miRNA к mRNA  оценивали для 
каждого сайта  с достоверностью p<0,002. Еще одним критерием отбора генов-мишеней служила 
величина ΔG составляющая не менее 70% от 40,0 ккал/моль - величины ΔGm для взаимодействия 
miR414 с полностью комплементарной ей последовательностью нуклеотидов.  

Результаты и их обсуждение   
В хромосоме 4 А. thaliana нами обнаружено 236 генов-мишеней для miR414. Среди этих генов 

имеются  87 из ранее предсказанных 100 генов-мишеней для miR414. Тринадцать ранее предсказанных 
генов не вошли в число 236 генов, поскольку mRNA 9 генов имели свободную энергию 
взаимодействия с miR414 менее 70% от ΔGm и соответственно уровень достоверности был ниже: от 
p<0,003 до p<0,005, а остальные 4 гена (AT4G04400, AT4G04635, AT4G09370, AT4G28960) являются 
псевдо-генами. Некоторые mRNA новых генов-мишеней имели более одного сайта взаимодействия с 
miR414. В таблице 1 приведены характеристики связывания mir414 в нескольких сайтах  mRNA генов 
хромосомы  4 А. thaliana.  

Таблица  1 
Характеристики связывания  mir414 в нескольких сайтах  mRNA генов хромосомы  4 A. thaliana 

Ген Сайт, н. Участок 
mRNA 

ΔG, 
% 

р< Функция гена 

AT4G12610 1023 CDS 84,7 0,0002 transcription initiation factor IIF 
subunit alpha 923 CDS 73,5 0,0008 

1632 CDS 73,5 0,0008 
1524 CDS 72,0 0,0010 

AT4G16960 3542 3'UTR 88,3 0,0001 disease resistance protein (TIR-NBS-
LRR class) family 3684 3'UTR 85,5 0,0002 

3647 3'UTR 81,9 0,0003 
3723 3'UTR 73,8 0,0008 

AT4G26110 2263 3'UTR 100 0,0000 DNA repair - nucleosome assembly 
protein 1-like 1 2200 3'UTR 74,3 0,0007 

2223 3'UTR 73,5 0,0008 
AT4G26600 370 CDS 90,6 0,0001 S-adenosyl-L-methionine-dependent 

methyltransferases superfamily protein 343 CDS 87,5 0,0001 
3441 3'UTR 72,5 0,0010 

AT4G31160 6778 3'UTR 75,1 0,0006 DDB1- and CUL4-associated factor-1 
6996 3'UTR 73,5 0,0008 
6760 3'UTR 71,0 0,0012 

AT4G31420 1215 CDS 85,0 0,0002 Zinc finger protein 622 
532 CDS 83,0 0,0002 
655 CDS 74,5 0,0007 

  
Эти данные показывают, что почти половина сайтов связывания mir414 могут находиться в 

белок-кодирующей части mRNA. Энергия взаимодействия в пяти из этих сайтов выше 80% от ΔGm, 
что свидетельствует о высокой вероятности связывания mir414 с mRNA. Наличие нескольких сайтов 
связывания mir414 в mRNA приведет к еще большей вероятности остановки процесса ее трансляции, 
чем в случае наличия только одного сайта. 
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В таблице 2 приведены данные о характеристиках связывания mir414 в двух сайтах  mRNA генов 
хромосомы 4 А. thaliana. В mRNA18 генов-мишеней число сайтов взаимодействия с mir414 в 2,5 раза 
больше в CDS, чем в 3'UTR. Кроме этого один сайт выявлен в 5'UTR mRNA гена AT4G16830. Эти 
данные тоже убедительно свидетельствуют о возможности подавления трансляции молекулами miRNA 
в сайтах белок-кодирующей области mRNA.  

Таблица  2 
Характеристики связывания  mir414 в двух сайтах  mRNA генов хромосомы  4 A. thaliana 
Ген Сайт, 

н. 
Участо

к 
mRNA 

ΔG, 
% 

р< Функция гена 

AT4G0207
0 
 

605 CDS 81,4 0,0003 DNA mismatch repair protein Msh6-1 
362 CDS 70,4 0,0014 

AT4G0216
0 

389 CDS 78,1 0,0004 hypothetical protein 
416 CDS 71,8 0,0011 

AT4G0222
0 

566 CDS 86,8 0,0001 zinc finger (MYND type) and programmed cell 
death 2 C-terminal domain-containing protein 509 CDS 76,8 0,0005 

AT4G0823
0 

1259 3'UTR 79,6 0,0003 glycine-rich protein 
1286 3'UTR 71,2 0,0012 

AT4G1683
0 

796 CDS 73,8 0,0008 hyaluronan / mRNA binding domain-containing 
protein  242 5'UTR 71,5 0,0011 

AT4G1694
0 

3326 CDS 73,8 0,0008 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) 
family  3368 CDS 73,8 0,0008 

AT4G2199
0 

1818 3'UTR 73,5 0,0008 5'-adenylylsulfate reductase 3 
1266 CDS 72,3 0,0010 

AT4G2242
0 

198 CDS 85,5 0,0002 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase family 
protein 317 CDS 70,2 0,0014 

AT4G2731
0 

625 CDS 90,1 0,0001 zinc finger (B-box type) family protein 
573 CDS 79,6 0,0003 

AT4G2942
0 

1700 3'UTR 90,8 0,0001 F-box/LRR-repeat protein 
1404 CDS 75,3 0,0006 

AT4G3161
0 

671 CDS 88,0 0,0001 B3 domain-containing protein REM1 
629 CDS 80,2 0,0003 

AT4G3163
0 

344 CDS 78,6 0,0004 transcriptional factor B3 family protein 
374 CDS 72,8 0,0009 

AT4G3261
0 

816 CDS 74,8 0,0007 copper ion binding protein 
672 CDS 71,8 0,0011 

AT4G3362
0 

4924 3'UTR 76,6 0,0005 putative ubiquitin-like-specific protease 2A 
4846 3'UTR 73,3 0,0008 

AT4G3374
0 

689 CDS 71,2 0,0012 hypothetical protein 
573 CDS 70,5 0,0014 

AT4G3514
0 

2869 3'UTR 75,8 0,0006 transducin/WD40 repeat-like superfamily 
protein 2647 3'UTR 74,6 0,0007 

AT4G3698
0 

974 CDS 90,1 0,0001 splicing factor, arginine/serine-rich 16 
1014 CDS 72,8 0,0009 

AT4G3848
0 

2033 3'UTR 96,9 0,0001 transducin/WD40 domain-containing protein 
2057 3'UTR 74,8 0,0007 

 
Сильные сайты связывания (ΔG более 90% от ΔGm) miR414 с mRNA находятся как в CDS (2 

сайта), так и в 3'UTR (2 сайта). Число сайтов с энергией взаимодействия от 80 до 90% от ΔGm равно 
пяти (таблица 2), что свидетельствует о высокой вероятности их функциональной значимости для 
подавления трансляции mRNA соответствующих генов. 

Среди 222 mRNA с одним сайтом связывания с miR414 в пяти имеются сайты с энергией 
взаимодействия выше 90% от ΔGm и в 30 mRNA энергия взаимодействия составляла 80 ÷ 90% от ΔGm 
(таблица 3). Мы отбирали в качестве мишеней miR414 гены, mRNA которых связывалась с энергией 
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более 70% от ее максимальной величины. Такой критерий выбран в связи с тем, что известны miRNA, 
подавлявшие трансляцию при такой силе взаимодействия. mRNA найденных генов-мишеней возможно 
будут слабо взаимодействовать с miR414 при ее низкой концентрации, однако концентрация miRNA в 
клетках может увеличиваться в сотни раз и тогда их взаимодействие с mRNA будет высоко вероятным.
  

Таблица  3  
Характеристики связывания с высоким сродством mir414 с  mRNA генов хромосомы  4 A. 

thaliana 
Ген Сайт, 

н. 
Участок 
mRNA 

ΔG, 
% 

р< Функция гена 

AT4G0463
0 

454 5'UTR 100 0,0000 hypothetical protein 

AT4G0541
0 

438 CDS 97,5 0,0001 transducin family protein / WD-40 repeat family 
protein 

AT4G2952
0 

1237 3'UTR 90,8 0,0001 hypothetical protein 

AT4G3306
0 

1678 3'UTR 100 0,0000 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase SDCCAG10 

AT4G3686
0 

1102 CDS 91,1 0,0001 LIM domain-containing protein 

 
Приведенные в таблице 3 данные свидетельствуют, что сайты сильного взаимодействия 

находятся в CDS, 3'UTR и 5'UTR. В среднем по всем 268 сайтам взаимодействия miR414 с mRNA 236 
генов хромосомы  4  A. thaliana их доли расположения в CDS, 3'UTR и 5'UTR равны соответственно 
67,9%, 26,5% и 5,6%. На основании этих данных можно предположить, что преимущественное 
расположение сайтов связывания в CDS способствует поддержанию консервативности этих сайтов и 
нуклеотидной последовательности miR414 для сохранения их регулирующей роли в процессе 
эволюции. 

Выявленные гены-мишени для miR414 выполняют в клетках разнообразные функции и многие 
из них играют ключевую роль в регуляции большого числа жизненно важных процессов. Например, 
гены AT4G02020, AT4G00870, AT4G12610, AT4G20280, AT4G19550, AT4G31630, AT4G26930,  
AT4G10710, AT4G08350, AT4G27950, AT4G28140, AT4G13620, AT4G34410 и AT4G32620 являются 
транскрипционными факторами. Гены AT4G22350, AT4G22420, AT4G01037, AT4G22285, AT4G03510, 
AT4G38600, AT4G38630 и AT4G15880 кодируют убиквитин и связанные с ним ферменты, которые 
участвуют в регуляции пролиферации, развитии и дифференцировке клеток, реакции на стресс и 
патогены, репарации ДНК. 

Несколько генов (AT4G40010, AT4G00340, AT4G14480, AT4G32710, AT4G37250, AT4G03153, 
AT4G36280, AT4G37840, AT4G33240) кодируют киназы. Ряд генов отвечают за устойчивость к 
заболеваниям (AT4G08450, AT4G11340, AT4G16940, AT4G16960) и стрессу (AT4G27320, 
AT4G32610). Гены AT4G27310, AT4G06334, AT4G02220, AT4G17570, AT4G31420 и AT4G00980 
кодируют цинк-фингер белки. mRNA генов (AT4G02070, AT4G26110, AT4G02460, AT4G03130), 
кодирующих  ферменты репарации DNA, тоже регулируются miR414.  

Мишенью miR414 являются  mRNA 46 генов гипотетических белков. Часть из них (AT4G01170, 
AT4G04614, AT4G04630, AT4G17100, AT4G19100, AT4G21970, AT4G25070, AT4G29520, AT4G33310, 
AT4G38260, AT4G31510,) обладают высоким сродством к miR414 с энергией гибридизации в 
интервале 80 ÷ 100% от ΔGm. 

Безусловно, miR414 является уникальной среди miRNA А. thaliana, поскольку предположительно 
она действует на mRNA 236 генов из 4122 генов хромосомы 4. Учитывая, что геном А. thaliana 
содержит более 27 тысяч белок-кодирующих генов, то ожидаемое число генов-мишеней для нее равно 
более 1500. Такое потенциально большое число генов-мишеней для miR414 значительно осложняет 
выяснение особенностей ее регулирующей роли в клетках растений. Даже если число генов-мишеней 
для miR414 окажется во много раз меньше, то и в этом случае выяснение ее влияния на множество 
генов-мишеней будет сложной проблемой. Например, из 236 генов-мишеней для miR414 в хромосоме 
4 имеется 56 генов, mRNA которых связывает miR414 с энергией гибридизации более 80% от ΔGm. То 
есть, при этом высоком критерии отбора генов-мишеней для miR414 ожидается около 370 таких генов 
на геном  А. thaliana. 
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*** 
Аrаbidорsis thaliana 4 хромосомасының 236 ген mRNAмен miR414тiң байланыс сипаттамасы анықталған.  Зерттелген 

гендер mRNAмен miR414тің байланыс сайт саны жəне өзара əрекеттесу энергиясы бойынша  маңызды айырмашылықтар 
табылған. 

*** 
The charasteristics of miR414 binding to 236 genes mRNA of Arabidopsis thaliana chromosome 4 are identified. Significant 

differences in studied genes mRNA binding sites number and energy of interaction with miR414 are established. 
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ХАРАКТЕРИСТИКИ СВЯЗЫВАНИЯ МЕЖГЕННЫХ, ИНТРОННЫХ И ЭКЗОННЫХ miRNA С 

mRNA ГЕНОВ, КОДИРУЮЩИХ ИНТРОННЫЕ miRNA 
(Казахский национальный университет им. аль-Фараби, Алматы) 

 
Изучены сайты связывания 784 межгенных miRNA, 686 интронных miRNA и 49  экзонных miRNA с mRNA 52 генов, 

кодирующих интронные miRNA. Выявлены особенности связывания miRNA с 5'UTR, CDS и 3'UTR mRNA каждого гена. 
Установлено повышенное сродство miRNA к 5'UTR mRNA по сравнению с CDS и 3'UTR участками. mRNA 52 генов 
значительно отличаются по плотности расположения сайтов взаимодействия и числу связываемых miRNA. Выявлены 
различные типы взаимодействия miRNA с mRNA, отличающиеся по вкладу в энергию взаимодействия 5'- и 3'-участков 
miRNA. Интронные miRNA не связываются с mRNA генов, кодирующих эти интронные miRNA. Полученные данные 
способствуют пониманию механизма взаимодействия miRNA с mRNA. 

 
 Количество публикаций посвященных изучению свойств и биологической роли miRNA быстро 
увеличивается, что свидетельствует о возрастающем интересе к этим уникальным регуляторам 
экспрессии генов [1]. Важной проблемой взаимодействия miRNA с mRNA остается выяснение сайтов 
связывания этих молекул. Традиционно считается, что miRNA взаимодействует с mRNA только в 
3'UTR [2], однако известны публикации описывающие связывание miRNA с mRNA в 5'UTR и CDS [3-


