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Зрелые микроРНК (miРНК) длиной от 20 до 24 н. относят к эндогенным малым некодирующим РНК.
miРНК определяют взаимодействие комплекса белков (RISC), связывание которого с miРНК програм@
мирует способность RISC подавлять трансляцию мРНК, которые содержат сайты, комплементарные
miРНК. Это взаимодействие приводит к ингибированию трансляции с мРНК, если в этот комплекс вхо@
дит белок Ago3, в случае Ago2 возможно также разрезание мРНК в центре гетеродуплекса
мРНК/miРНК. С помощью созданной нами ранее компьютерной системы ACTIVITY мы проанализиро@
вали литературные данные о сродстве последовательностей зрелых miРНК человека к белкам Ago2 и
Ago3. Обнаружено, что сродство miРНК к обоим белкам тем выше, чем больше содержание тетранук@
леотидов YRHB вблизи 3'@конца miРНК (r = 0.613, α < 0.025), и связывание miРНК с Ago2 по сравне@
нию с Ago3 растет с увеличением содержания тетрануклеотидов RHНK вблизи центра miРНК
(r = 0.501, α < 0.05). На основе этих двух закономерностей мы вывели формулы для прогноза величин
сродства зрелых miРНК к белкам Ago2 и Ago3 и достоверно на независимых данных предсказали срод@
ство к каждому из них для канонических (α < 0.00025) и неканонических miРНК (α < 0.05). 

Ключевые слова: микроРНК, нуклеотидная последовательность, RISC, белки Ago, сродство, прогноз.

THE NUCLEOTIDE SEQUENCE FEATURES OF THE MATURE microRNA SEEM TO BE RESPON@
SIBLE FOR THE AFFINITY TO HUMAN AGO2 AND AGO3 PROTEINS, by N. A. Omelyanchuk1,
P. M. Ponomarenko2, M. P. Ponomarenko1,* (1Institute of Cytology and Genetics, Siberian Division, Russian
Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia; 2Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Rus@
sia; *e@mail: pon@bionet.nsc.ru). Mature miRNA of 20–24 nt in length are the endogenous sncRNA. They
programs RISC to regulate functioning of mRNA with complimentary sites for these miRNAs. In case of Ago3
protein present in human RISC miRNAs direct inhibition of translation, whereas in case of Ago2 is in RISC,
than mRNA cleavage in the middle of miRNA/mRNA heteroduplex is also possible. Using ACTIVITY system,
that we developed earlier, we analyzed published data on miRNA affinity to human Ago2 and Ago3 proteins. We
found increase in miRNA affinity to both Ago2 and Ago3 with the increase of the YRHB tetranucleotide abun@
dance near 3'@end of these miRNAs (r = 0.613, α < 0.025). We also found that miRNA tendency to bind Ago2
in favor of Ago3 increases with the RHHK tetranucleotide abundance near miRNA center (r = 0.501, α < 0.05).
Using these two findings we proposed two formulas to predict miRNA affinity to Ago2 and Ago3 proteins based
on the YRHB and RHHK abundances within this arbitrary miRNA. Thereby we made reliable predictions of
miRNA affinity to these proteins in RISC for both canonical (α < 0.00025) and non@canonical (α < 0.05) miRNAs
in comparison with independent experimental data. 
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Принятые сокращения: miРНК – микроРНК; мнкРНК – малая некодирующая РНК; мРНК – матричная РНК; н. – нук�
леотид (в качестве единицы длины нуклеотидной последовательности РНК); RISC – комплекс белков, связывание которо�
го с miРНК программирует его биологическую активность на ингибирование трансляции мРНК�мишеней (сокращение от
“RNA�Induced Silencing Complex”); MPSS – метод измерения содержания РНК в клетке (сокращение от “Massively Paral�
lele Signature Sequencing”).
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ВВЕДЕНИЕ

МикроРНК (miРНК) относят к эндогенным ма�
лым некодирующим РНК. Сначала РНК�полимера�
за II транскрибирует ген miРНК с образованием пер�
вичного транскрипта, из которого затем вырезается
предшественник и, наконец, получается зрелая
miРНК длиной 20–24 н. [1, 2]. Зрелая miРНК челове�
ка взаимодействует с белками Ago1, Ago2, Ago3 или
Ago4 семейства Argonaute [3] в составе комплекса
белков (RISC), связывание которого с miРНК
определяет его способность ингибировать трансля�
цию мРНК�мишеней и способность препятствовать
трансляции тех мРНК, в которых есть сайт, компле�
ментарный этой miРНК [1, 2]. Если в состав RISC
входит Ago3, то ингибируется сам процесс трансля�
ции, если вместо Ago3 включен Ago2, то возможно
также разрезание мРНК в центре miРНК/мРНК�ге�
теродуплекса [4, 5]. В известной пространственной
структуре комплекса мРНК/мнкРНК/Ago Pyrococcus
furiosus [6] белок Ago связывает 3'�конец мнкРНК
(малая некодирующая РНК) [6]. 

Зрелая miРНК в клетке может быть представлена
ее основной последовательностью (“каноническая
форма”) и модификациями этой канонической
формы за счет замен, делеций и/или вставок нук�
леотидов (“неканонические формы”) [5]. В клетках
присутствует многократно больше копий канониче�
ских miРНК, чем неканонических. Неканонические
формы miРНК общепринято ассоциировать с
ошибками биогенеза и с биохимическими модифи�
кациями зрелой канонической miРНК. Итогом се�
квенирования библиотек зрелых miРНК, специ�
фичных для Ago2 или для Ago3, стало обнаружение
как неразличимо равного сродства к обоим этим
белкам в случае большинства miРНК, так и досто�
верного предпочтения одного из этих белков перед
другим в случае остальных miРНК [5].

В этой работе мы применили созданную ранее
компьютерную систему ACTIVITY [7] для анализа
парных данных “последовательность нуклеотидов,
количественная величина”. С ее помощью мы ранее
выявляли достоверные особенности контекста,
например, ТАТА�бокса эукариот [8], филамента
RecA/ДНК [9], горячих точек мутаций ДНК и сай�
тов 3'�разрезания пре�мРНК [10], мишеней мобиль�
ных элементов [11], сайтов регуляции транскрипции
[12] и полиморфизмов, ассоциированных с болезня�
ми человека [13]. Показана возможность адаптации
прогнозов ACTIVITY к условиям различных опытов
[14] и совместимость этих прогнозов с другими ис�
точниками [15].

В предыдущей работе [16] с помощью ACTIVITY
мы нашли корреляцию между микрочип�измерени�
ями [17] содержания зрелых канонических miРНК
Arabidopsis thaliana и тетрануклеотидов WRHW,
DRYD (номенклатура IUPAC�IUB, [18]) в этих
miРНК. Прогноз содержания miРНК в клетках на
основе этой корреляции [16] был в достоверном со�

гласии с независимыми результатами метода изме�
рения содержания РНК в клетке (MPSS) [19]. Этим
мы впервые показали, что, несмотря на очень малую
длину ≈20 н., miРНК способны нести биологиче�
ские значимые контекстные мотивы (DRYD вблизи
3'�конца, WRHW вблизи центра), положение и ко�
личество которых в последовательности miРНК до�
стоверно коррелируют с содержанием этой miРНК в
клетке. Контекстные характеристики могут опреде�
лять и другие аспекты функционирования miРНК,
например, в работе [20] на клетках HeLa по разли�
чию зрелых miРНК miR�29a и miR�29b человека
также нашли два контекстных мотива (U в цен�
тральной позиции 10 и 3'�конец AGUGUU), опре�
деляющих преимущественную локализацию miR�
29b в ядре клетки. 

Общепринято, что все стадии процессинга miРНК
(транскрипция → биогенез → диссоциация
miРНК/RISC → деградация miРНК) влияют на со�
держание miРНК в клетке. Однако в последнее вре�
мя накапливается все больше и больше данных, что
во многих случаях лимитирующим звеном в этой це�
пи может быть диссоциация miРНК/RISC [20–24].
Так, при овуляции в клетках яичника мыши за крат�
ковременным импульсным приростом уровня лю�
теинизирующего гормона наблюдали такие же им�
пульсные появления первичных транскриптов с ге�
нов miРНК Mirn132 и Mirn212 [21]. В свою очередь,
зрелые miРНК с этих транскриптов регистрировали
на высоком уровне долгое время спустя после исчез�
новения их предшественников. Время полужизни
некоторых зрелых miРНК может достигать 14 дней
[22], тогда как биогенез от первичного транскрипта
до зрелой miРНК может протекать настолько быст�
ро, что промежуточные продукты не всегда можно
зарегистрировать [2]. Таким образом, в клетке зре�
лые miРНК большую часть их жизни связаны с
RISC. Комплекс мнкРНК с RISC обладает высокой
стабильностью [23]. Освобождение miРНК от RISC
приводит к немедленной деградации этой miРНК и
регулируется наличием ее мРНК�мишени [24]. Если
же лимитирующая стадия накопления miРНК в
клетке – диссоциация miРНК/RISC [20–24], то из
найденной нами ранее достоверной корреляции
между контекстом и содержанием miРНК в клетке
[16] с необходимостью следует корреляция между
контекстом miРНК и сродством miРНК/RISC.
В предлагаемой статье мы проверяем именно это
следствие нашей предыдущей работы.

С помощью ACTIVITY мы проанализировали ве�
личины сродства miРНК к белкам Ago2 и Ago3 из
RISC человека [5]. В результате мы обнаружили уве�
личение сродства miРНК к обоим Ago2 и Ago3 при
увеличении содержания YRHB [18] вблизи 3'�конца
зрелой miРНК (r = 0.613, α < 0.025). Нами также по�
казано, что предпочтение miРНК к Ago2 перед Ago3
растет с увеличением количества RHHK вблизи
центра miРНК (r = 0.501, α < 0.05). Используя эти за�
кономерности, мы вывели формулы прогноза срод�
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ОМЕЛЬЯНЧУК и др.

ства последовательностей зрелых miРНК к белкам
Ago2 и Ago3 по содержанию YRHB и RHHK в опре�
деленных районах этих последовательностей. С по�
мощью этих формул мы впервые достоверно пред�
сказали сродство канонических (α < 0.00025) и нека�
нонических (α < 0.05) miРНК к белкам Ago2 и Ago3
на независимых данных из работы [5].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Исследуемые литературные данные о сродстве 
miРНК к белкам Ago2 и Ago3 человека

Мы анализировали для 28 зрелых канонических
(табл. 1) и 48 неканонических (табл. 2) miРНК, опуб�
ликованных в работе [5, дополнение], последова�
тельности S = {s1…s22} длины 22 н., где s22 – 3'�конец
miРНК. Поскольку последовательности зрелых ка�
нонических miРНК имели длину не менее 22 н., то
мы игнорировали нуклеотиды 5'�конца канониче�
ских miРНК длиннее 22 н. и неканонические
miРНК короче 22 н. Величины A2 и A3 сродства
miРНК к белкам Ago2 и Ago3 человека соответ�
ственно, изменявшиеся в пределах от 2.30 до 9.43 на�
туральных логарифмических (ln) единиц для всех
28 + 48 = 76 miРНК, брали из дополнения к работе
[5]. Всего мы проанализировали 76 наборов {Sn, A2; n,
A3; n}1 ≤ n ≤ 76, для каждой n�й зрелой miРНК: ее после�
довательность длиной 22 н. от 3'�конца и две величи�
ны сродства, к Ago2 и к Ago3.

Поиск корреляций между контекстыми 
особенностями последовательностей зрелых 

miРНК и величинами их сродства 
к Ago2 и Ago3 белкам

Мы искали корреляции порядка S = {s1…si…s22}
нуклеотидов si ∈ {A, U, G, C} в miРНК с величинами
A2 и A3 ее сродства к Ago2 и Ago3, соответственно, с
помощью ACTIVITY [7]. Ранее мы описали важные
различия в применении системы ACTIVITY в случае
анализа экспериментальных данных о связывании
ДНК/белок [8], филаментации [9], мутагенезе [10],
мишени мобильного элемента [11], сайтах регуля�
ции транскрипции [12], точечном полиморфизме
[13], in vitro селекции аптамеров ДНК [14], многоша�
говых процессах [15] и содержании miРНК в клетке
[16]. Новшеством этой работы стали три важные
особенности применения ACTIVITY [7–16] в случае
дивергенции гомологичных белков от их общего
предка (Ago2 ← предок → Ago3 [3]) с использовани�
ем величин их сродства к зрелым miРНК [5].

Во�первых, для анализа обоих Ago2 и Ago3 одно�
временно мы заменили независимые измерения A2 и
A3 [5] двумя вспомогательными оценками (Σ = (A2 +
+ A3)/2 и Δ = (A2 – A3)/2) на их основе. Мы эвристи�
чески ассоциировали оценку Σ с ко�адаптацией
контекстов древних miРНК и общего предка белков
Ago2 и Ago3 на ранних этапах их ко�эволюции,

оценку Δ – с ко�адаптацией контекстов потомков
этих древних miРНК при эволюционной диверген�
ции Ago2 и Ago3. Благодаря филогенетической
инерции [25], сохранение современными miРНК
этих двух разных особенностей их контекста соот�
ветствует одному из выводов статьи [5], данные ко�
торой мы использовали для нашего анализа: боль�
шинство miРНК имеют неразличимо равное срод�
ство к обоим Ago2 и Ago3, тогда как остальные
имеют значимое предпочтение к одному из этих
белков перед другим.

Во�вторых, поскольку исходные эксперимен�
тальные данные содержали как близкородственные
miРНК (например, табл. 1: № 24–26: hs�miR�19a, hs�
miR�19b�1 и hs�miR�19b�2), так и отдаленные, то для
преодоления этой естественной их несбаланси�
рованности мы сформировали репрезентативный
набор их представителей для анализа с помощью
ACTIVITY. Из указанных авторами работы [5] са�
мых надежных случаев № 1–20 (табл. 1) мы выбрали
лишь случаи минимальных и максимальных вели�
чин A2, A3, Σ, Δ и частот нуклеотидов A, U, G, C, W,
R, M в miРНК (табл. 1, № 1–12). Поэтому набор
данных для анализа представлял диапазоны иссле�
дуемых величин и контекстное разнообразие кано�
нических miРНК [5], а не естественную гетероген�
ность результатов измерений. Система ACTIVITY не
анализировала канонические miРНК № 13–28 и не�
канонические miРНК.

В�третьих, поскольку мы проверяли следствие
найденной нами ранее [16] корреляции между содер�
жанием miРНК в A. thaliana и содержанием WRHW и
DRYD в miРНК, то здесь ACTIVITY вновь анализи�
ровала все возможные тетрануклеотиды z1z2z3z4, ядра
нуклеации гетеродуплекса miРНК/мРНК [26], вы�
числяя для каждого из 154 = 50625 тетрануклеотидов
взвешенные содержания [16]: 

(1)

здесь: zk ∈ {A, U, G, C, W, R, M, K, Y, S, B, V, H, D, N}
[18]; F(i) – вес z1z2z3z4 в i�ой позиции miРНК, линей�
но�аддитивная аппроксимация его вклада в сродство
miРНК к белку на основе эвристического правила:
“чем выше F(i), тем больше вклад”; δ(истина) = 1,
δ(ложь) = 0.

В качестве примера наибольшего вклада центра
miРНК в сродство к белкам Ago на рис. 1 разрывной
линией показан Λ�образная весовая функция F(i).
Непрерывной V�образной линией показан пример
функции взвешивания для случая наибольшего вли�
яния 3'�конца miРНК на ее сродство к белкам Ago.
Всего ACTIVITY [7–16] анализировала 90 V� и 90 Λ�
образных F(i) с одним пиком. При этом положение,
ширину и степень асимметрии пика изменяли, что
привело к 2 × 90 × 154 ≈ 107 вариантам [z1z2z3z4]F.

+ −

= =

= δ ∈∑ ∏
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Таблица 2. Сродство неканонических miРНК к Ago2 и к Ago3 [5] и его прогноз (формулы (4), (5))

Канониче�
ская miРНК Неканоническая miРНК*

Ago2, A2 Ago3, A3 (A2 + A3)/2 A2 – A3

[5] (4) [5] (5) [5] (4),(5) [5] (4), (5)

hs�miR�150 CUCCCAACCCUUGUACCAGUGU 2.64 5.80 2.56 6.94 2.60 6.37 0.07 –1.14
UCUCCCAACCCUUGUACCAGUGU 6.27 5.80 6.63 6.94 6.45 6.37 –0.35 –1.14
UCUCCCAACCCUUGUACCAGUGA 5.89 5.80 6.50 6.94 6.20 6.37 –0.61 –1.14
UCUCCCAACCCUUGUACCAGUGC 4.95 5.80 5.57 6.94 5.26 6.37 –0.62 –1.14
UCUCCCAACCCUUUUACCAGUG . 3.85 5.96 3.40 7.10 3.63 6.53 0.45 –1.14
UCUCCCAACCCUUGUACCAGUU 3.43 5.96 2.56 7.10 3.00 6.53 0.87 –1.14
UCUCCCAACCCUUGUACCAGUA 3.14 5.96 4.26 7.10 3.70 6.53 –1.13 –1.14
UCUCCCAACCCUUGCACCAGUG 2.89 5.96 2.77 7.10 2.83 6.53 0.12 –1.14
UCUCCCAACCCUCGUACCAGUG 2.48 5.96 3.14 7.10 2.81 6.53 –0.65 –1.14

uGUCUCCCAACCCUUGUACCAGU. 2.40 6.21 2.30 7.24 2.35 6.73 0.10 –1.03
hs�miR�92a UAUUGCACUUGUCCCGGCCUUU 4.28 6.93 3.56 7.01 3.92 6.97 0.72 –0.08

UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGA 3.74 6.93 4.20 7.01 3.97 6.97 –0.47 –0.08
UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGUA 3.61 5.80 4.17 6.08 3.89 5.94 –0.56 –0.28
UAUUGCAUUUGUCCCGGCCUGU 3.58 7.15 3.18 6.78 3.38 6.97 0.41 0.37
UAUUGCACUUUUCCCGGCCUGU 3.26 6.79 3.40 6.87 3.33 6.83 –0.14 –0.08
UAUUGCACUUGUCCCGGCCUCU 2.83 6.93 2.77 7.01 2.80 6.97 0.06 –0.08
UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGUU 2.48 7.15 3.85 7.42 3.17 7.29 –1.37 –0.27

hs�miR�484 UCAGGCUCAGUCCCCUCCCGUU 3.53 6.31 4.08 7.45 3.81 6.88 –0.55 –1.14
uCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAUU 4.92 6.33 6.41 7.36 5.67 6.85 –1.49 –1.03
UCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAA 3.33 4.97 4.39 6.10 3.86 5.54 –1.06 –1.13

uCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAAA 2.89 4.97 4.28 6.10 3.59 5.54 –1.39 –1.13
uCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAUA 2.64 6.28 4.96 7.42 3.80 6.85 –2.32 –1.14

hs�miR�425 AaAUGACACGAUCACUCCCGUUGA 2.30 7.71 3.50 8.74 2.90 8.23 –1.19 –1.03
AUGACACGAUCACUCCCGUUGA 4.42 7.71 5.19 8.74 4.81 8.23 –0.77 –1.03
AAUGACACGAUCACUCCCGUUG. 5.96 7.59 4.57 8.51 5.27 8.05 1.38 –0.92
AAUGACACUAUCACUCCCGUUGA 3.64 7.70 4.65 8.73 4.15 8.22 –1.02 –1.03
AAUGACACGAUCACUCCCUUUGA 3.00 6.44 2.40 7.58 2.70 7.01 0.60 –1.14

hs�miR�532 CAUGCCUUGAGUGUAGGACCGA 2.83 7.23 3.47 7.63 3.15 7.43 –0.63 –0.40
cAUGCCUUGAGUGUAGGACCGUA 3.09 6.41 4.52 6.74 3.81 6.58 –1.43 –0.33
CAUGCCUUGAGUGUAGUACCGU 2.71 8.45 2.83 8.84 2.77 8.65 –0.13 –0.39

cAUGCCUUGAGUGUAGGACCGUU 2.64 7.76 2.64 8.09 2.64 7.93 0.00 –0.33
CAUGCCUUGAGUGUAUGACCGU 2.40 8.84 2.83 9.23 2.62 9.04 –0.44 –0.39

hs�miR�210 CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGAU 3.09 9.03 3.61 9.35 3.35 9.19 –0.52 –0.32
CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGAA 2.71 7.68 3.43 8.00 3.07 7.84 –0.73 –0.32
CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGU 2.64 7.06 2.83 7.58 2.74 7.32 –0.19 –0.52
CUGUGCGUGUGACAUCGGCUGA 2.56 7.53 2.94 7.83 2.75 7.68 –0.38 –0.30

hs�miR�92b UAUUGCACUCGUCCCGGCCUCA 3.37 6.52 6.08 7.42 4.73 6.97 –2.72 –0.90
UAUUGCACUCGUCCCGGCCUCU 2.77 6.52 5.35 7.42 4.06 6.97 –2.58 –0.90

uAUUGCACUCGUCCCGGCCUCCU 2.30 5.48 5.81 6.40 4.06 5.94 –3.51 –0.92
hs�miR�21 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGAC 7.34 9.00 4.13 8.11 5.74 8.56 3.21 0.89

UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGAA 2.94 7.65 3.43 6.77 3.19 7.21 –0.49 0.88
hs�miR�93* ACUGCUGAGCUAGCACUUCCCG 4.66 6.64 5.58 7.23 5.12 6.94 –0.92 –0.59

aCUGCUGAGCUAGCACUUCCCGU 3.50 6.70 3.56 7.43 3.53 7.07 –0.06 –0.73
hs�miR�29c UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA 4.30 6.25 4.36 5.97 4.33 6.11 –0.05 0.28
hs�miR�191 CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG 5.15 5.53 4.98 5.54 5.07 5.54 0.17 –0.01
hs�miR�221 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC 4.51 6.78 3.22 5.58 3.87 6.18 1.29 1.20
hs�miR�99b CACCCGUAGAACCGACCUUGCGA 5.04 7.29 3.00 6.89 4.02 7.09 2.05 0.40
hs�let�7d CUAUACGACCUGCUGCCUUUCA 2.64 7.11 2.64 6.66 2.64 6.89 0.00 0.45

Линейная корреляция, r (α) –0.01 (> 0.9) –0.1 (>0.3) –0.18 (>0.2) 0.468 (<0.001)
Ранговая корреляция Кендалла, τ (α) –0.11 (>0.2) –0.1 (>0.3) –0.17 (>0.09) 0.222 (<0.05)

* Отличие от канонической – заглавные буквы.
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Рис. 1. Линейно�аддитивная аппроксимация (формула 1)
вклада F(i) тетрануклеотида z1z2z3z4 с началом в i'ой по�
зиции miРНК, {si ∈ z1, si + 1 ∈ z2, si + 2 ∈ z3, si + 3 ∈ z4}, в
сродство этой miРНК к Ago�белкам с помощью эври�
стического правила: “чем выше F(i), тем больше
вклад”. Иллюстративные примеры: Λ�образный
пунктир – наибольший вклад центрального района
miРНК в ее сродство к белкам (всего 90 вариантов с
разными положениями, шириной и степенью асим�
метрии пика), V�образная линия – наибольший
вклад 3'�конца miРНК (всего 90 вариантов). 

Итак, с помощью автоматического режима AC�
TIVITY мы проверили каждый из ≈107 вариантов
[z1z2z3z4]F, рассчитывая каждый вариант независимо
от других при каждом из двух наборов “входных дан�
ных” для этой системы, {Sn, Σn = (A2; n + A3; n)/2}1 ≤ n ≤ 12

и {Sn, Δn = (A2; n–A3; n)/2}1 ≤ n ≤ 12.. 

Поскольку алгоритм ACTIVITY описан много�
кратно [7–16], отметим коротко самое важное. Все�
го для каждого из ≈107 вариантов [z1z2z3z4]F оценива�
ли пять типов корреляций. Прежде всего, проверяли
наличие линейной корреляции между [z1z2z3z4]F и Ψ
(здесь и далее: Ψ∈{Σ, Δ}), поскольку она дает самый
ценный количественный прогноз. Поскольку этот
прогноз не устойчив к неоднородности данных, то с
помощью критериев χ2 и Фишера дополнительно
оценивали корреляции между знаками отклонений
[z1z2z3z4]F и Ψ от их среднеарифметических значе�
ний, обеспечивающие самый устойчивый малоцен�
ный прогноз “выше/ниже среднего”. Наконец, оце�
нивали ранговые корреляции Спирмена и Кендал�
ла, промежуточные по балансу между ценностью и
устойчивостью прогнозов. Совместный учет разных
типов корреляций компенсирует недостатки одних
из них достоинствами других. 

ACTIVITY также дополнительно проверяла 6
критериев однородности данных: равномерность
распределений [z1z2z3z4]F и Ψ; нормальность откло�
нений Ψ от ее простой регрессии Ψ([z1z2z3z4]F = ζ0 +
+ ζ1[z1z2z3z4]F и отклонений [z1z2z3z4]F от сопряжен�
ной простой регрессии [z1z2z3z4]F(Ψ) = ζ0 + ζ1Ψ; неза�
висимость знаков отклонений {Ψ – (ξ0 +
+ ξ1[z1z2z3z4]F)} и {[z1z2z3z4]F – (ζ0 + ζ1Ψ)}. Итак, всего
анализировали 5 + 6 = 11 статистических критериев.

C той же целью ACTIVITY применяла метод
bootstrap [27] для оценки каждого из 11 статистиче�
ских критериев на 7 наборах данных: на всем введен�
ном наборе экспериментальные данные (табл. 1:
miРНК № 1–12) и на каждом из шести его поднабо�
ров 50%�ного объема (по 6 из 12 miРНК № 1–12) с
наибольшими, наименьшими и ближайшими к
среднеарифметическим значениям независимо для
случаев величин Ψ и [z1z2z3z4]F.

В результате проверки 11 критериев (m) на 7 на�
борах данных (n) получали 11 × 7 = 77 уровней зна�
чимости αm, n. С помощью нечеткой логики Задэ [28]
ACTIVITY отображала каждый αm, n на единую шка�
лу [–1; 1], позитивные оценки qm, n которой означают
достоверное выполнение m�ого критерия на n�ом
наборе данных (αm, n < 0.05), негативные – недосто�
верное (αm, n > 0.05), “0” шкалы соответствует обще�
принятому порогу достоверности (αm, n = 0.05): 

(2)

Шкала (2) задана параболой по трем (–1; 0.1),
(0; 0.05) и (1; 0.01) ее точкам (q; α). Так все [z1z2z3z4]F

получили по 77 частных оценок qm, n([z1z2z3z4]F; Ψ)
выполнения 11 критериев на 7 наборах данных [28].
В терминах теории полезности для принятия реше�
ний [29] оценку полезности учета [z1z2z3z4]F в прогно�
зе Ψ дало среднеарифметическое этих частных оце�
нок: 

(3)

Наибольшая позитивная Q([z1z2z3z4]F; Ψ) указала
на тот тетрануклеотид z1z2z3z4 и с тем его линейно�ад�
дитивным вкладом F в сродство miРНК к Ago2 и
Ago3, Ψ, которым нашлись самые однородные дан�
ные с самым большим количеством самых достовер�
ных корреляций.

Проверка найденных особенностей контекста 
miРНК с помощью независимых данных

Сначала для найденных ACTIVITY по {Sn; Σn}1 ≤ n ≤ 12

и {Sn; Δn}1 ≤ n ≤ 12 лучших Q([ξ1ξ2ξ3ξ4]Φ; Σ) и
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Q([ζ1ζ2ζ3ζ4; Δ]Ω; Δ) мы проверили линейные корре�
ляции между Σ и [ξ1ξ2ξ3ξ4]Φ, Δ и [ζ1ζ2ζ3ζ4; Δ]Ω на неза�
висимых контрольных данных {Sn; Σn; Δn}13 ≤ n ≤ 28. 

Затем мы провели стандартный тест пермутаций
[30]. В каждом из 100 независимых однотипных ис�
пытаний перемешивали случайным образом эле�
менты обучающих наборов {Sn; Α2; n; Α3; n}1 ≤ n ≤ 12 и
каждую полученную смесь анализировали с помо�
щью ACTIVITY [7].

Наконец, на всех {Sn; Σn; Δn}1 ≤ n ≤ 28 канонических
miРНК без оптимизации нашли простые регрессии
Σ = γ0 + γ1[ξ1ξ2ξ3ξ4]Φ и Δ = ψ0 + ψ1[ζ1ζ2ζ3ζ4; Δ]Ω (ли�
нейные сдвиг и масштаб) и, вновь без оптимизации,
преобразовали их обратно в A2(S) = Σ(S) + Δ(S) и
A3(S) = Σ(S) – Δ(S). Проверяли выведенные таким пу�
тем A2(Sn) и A3(Sn) линейные корреляции между ними
и соответственно A2; n и A3; n из {Sn; Α2; n; Α3; n}1 ≤ n ≤ 28. В
выведенных формулах A2(S) = Σ(S) + Δ(S) и A3(S) =
= Σ(S) – Δ(S) также оценили значимость их линей�
ных корреляций с множественными регрессиями
A2; n и A3; n по обеим [ξ1ξ2ξ3ξ4]Φ и [ζ1ζ2ζ3ζ4; Δ]Ω, опти�
мизированным на {Sn; Α2; n; Α3; n}1 ≤ n ≤ 28.

В заключение предсказали на основе выведен�
ных формул сродство 48 неканонических miРНК к
Ago2 и к Ago3, оценив значимость (α) линейной (r) и
ранговой Кендалла (τ) корреляций между этими
прогнозами и соответствующими измерениями из
работы [5]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты автоматического анализа данных
с помощью ACTIVITY и их контроль

Обучающие выборки {Sn, Σn}1 ≤ n ≤ 12 и {Sn, Δn}1 ≤ n ≤ 12

независимо проанализированы ACTIVITY в автома�

тическом режиме, как описано выше. В итоге, най�
дена самая высокая оценка Q([RHHK]Λ; Δ) = 0.363
(формула 3) в случае анализа выборки {Sn, Δn}1 ≤ n ≤ 12.
Так для предпочтения miРНК к Ago2 перед Ago3 са�
мым важным оказался тетрануклеотид RHHK [18] с
его наибольшим линейно�аддитивным вкладом F(i)
в сродство к белкам Ago в центре miРНК (рис. 1: Λ�
образный пунктир). Величины [RHHK]Λ для всех 28
miРНК даны в табл. 1. На рис. 2а показана значимая
(r = 0.501, α < 0.05) линейная корреляция между Δ и
[RHHK]Λ также для независимых контрольных дан�
ных (miРНК № 13–28). Следующая по величине
Q([RHHK]⊥; Δ) = 0.343 указала на тот же тетранук�
леотид RHHK с более узким пиком F(i) в центре зре�
лых miРНК. Важность последовательности центра
зрелой miРНК для различия между Ago2 и Ago3 по
их сродству к ней согласуется с различием биологи�
ческих функций этих белков: в случае Ago2 возмож�
но разрезание мРНК в центре ее гетеродуплекса с
miРНК, в случае Ago3 – нет [5]. Итак, коадаптацией
контекста miРНК и белков Argonaute при диверген�
ции “Ago2 ← предок → Ago3” [3] была, по�видимо�
му, их селекция на многовариантность способов ре�
гуляции трансляции: ингибировать трансляцию
(Ago2 и Ago3) и/или необратимо предотвратить ее
посредством разрезания мРНК (Ago2). 

По выборке {Sn, Σn}1 ≤ n ≤ 12 ACTIVITY нашла наи�
большую Q([YRHB]V; Σ) = 0.358 для тетрануклеоти�
да YRHB [18] с наибольшим линейно�аддитивным
вкладом F(i) в сродство к обоим Ago2 и Ago3 на 3'�
конце miРНК (рис. 1, линия). Это согласуется с
пространственной структурой комплекса
мРНК/мнкРНК/Ago из Pyrococcus furiosus [6], где
Ago действительно связывает 3'�конец мнкРНК.
По�аналогии с этим известным контактом между
Ago и 3'�концом мнкРНК из Pyrococcus furiosus [6],
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Рис. 2. Результаты автоматического анализа экспериментальных данных [5] с помощью ACTIVITY: анализируемая вы�
борка miРНК № 1–12 из табл. 1 (�, пунктир) и контрольная выборка miРНК № 13–28 (�, линия). а – Достоверная
линейная корреляция между полуразностью Δ = (A2 – A3)/2 величин A2 и A3 сродства miРНК к Ago2 и Ago3, соответ�
ственно, и содержанием [RHHK]Λ тетрануклеотида RHHR вблизи центра miРНК (формула (1), рис. 1: пунктир); б –
достоверная линейная корреляция между полусуммой Σ = (A2 + A3)/2 и содержанием [YRHB]V тетрануклеотида YRHB
вблизи 3'�конца miРНК (рис. 1, линия).
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коадаптацией контекстов предков miРНК и пред�
ков Ago2 и Ago3 человека на сродство между ними
могла быть селекция 3'�концевых районов зрелых
miРНК. Величины [YRHB]V для всех 28 зрелых ка�
нонических miРНК [5] представлены в табл. 1.
Оценки [YRHB]V и Δ коррелируют достоверно для
независимой контрольной выборки miРНК № 13–
28 (рис. 2б: r = 0.613, α < 0.025).

В стандартном испытании пермутаций [30]
для каждой взятой из обучающих данных {Sn; Α2; n;

Α3; n}1 ≤ n ≤ 12 случайной miРНК  независимо один

от другого брали случайные  и  строили {

= (  + )/2}1 ≤ n ≤ 12 и {   = (  –

⎯ )/2}1 ≤ n ≤ 12, которые анализировали с помощью
системы ACTIVITY. Всего проведено 100 таких ис�
пытаний, ни в одном из которых никакие сочетания
RHHK� и YRHB�подобных тетрануклеотидов
z1z2z3z4 ни с какими V�или Λ�образными весовыми
функциями F(i) не получили позитивных оценок
формулы (3). 

При априорно ожидаемой частоте P0 = 0.05 иного
исхода по случайным причинам и при допущении
его в 101�ом испытании закон бинома дает оценку
вероятности p = 0.036 такого результата теста перму�
таций [30]. Это означает, что соответствие между
обучающими данными {Sn; Α2; n; Α3; n}1 ≤ n ≤ 12 [5] и най�
денными по ним содержаниями тетрануклеотидов
[RHHK]Λ и [YRHB]V в зрелых канонических miРНК
оказалось достоверным (α < 0.05).

Вывод формул прогноза сродства канонических 
miРНК к белкам Ago2 и Ago3 человека

По всем miРНК (№ 1–28, табл. 1) найдены про�
стые регрессии вспомогательных оценок без их оп�
тимизации (линейные сдвиг и масштаб): Σ = 5.54 +
+ 1.35[YRHB]V и Δ = –0.57 + 0.52[RHHK]Λ. Затем,
мы преобразовали их вновь без оптимизации обратно
к измеримым величинам [5], A2 = Σ + Δ и A3 = Σ – Δ,
с помощью двух следующих формул: 

(4)

(5)

Прогнозы формул (4) и (5) для всех 28 зрелых ка�
нонических miРНК представлены в табл. 1 и на рис. 3.
Они достоверны: r = 0.661 (α < 0.00025) и r = 0.664
(α < 0.00025).

Также обнаружено достоверное согласие формул
(4) и (5) с множественными линейными регрессия�
ми A2 и A3 по [YRHB]V и [RHHK]Λ, соответственно
r = 0.953 и α < 10–14, r = 0.963 и α < 10–15 (данные не
показаны). В этих линейных регрессиях [RHHK]Λ и
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[YRHB]V объясняли 10 ± 14% и 69 ± 14% вариансы
сродства miРНК к Ago2 соответственно. В случае
Ago3 эти показатели составляли 44 ± 15% и 50 ± 15%.
В случае Ago2 вклад [RHHK]Λ, эвристически ассоци�
ированный нами с дивергенцией “Ago2 ← предок →
→Ago3” [3], оказался недостоверным, поскольку
величина 10% этого вклада в вариансу измерений A2

[5] не превышает доверительного интервала ±14%
регрессионной оценки этой величины. В случае
Ago3 вклады обоих [RHHK]Λ и [YRHB]V были, на�
против, равноценными: разность 50 – 44 = 6% меж�
ду величинами их вкладов в вариансу измерения A3

[5] соответствует точности ±15% регрессионной
оценки каждого из этих вкладов. Это означает, что из
двух гомологов Ago2 и Ago3, по сродству к miРНК
белок Ago2 оказался более похож на их общего пред�
ка. Это согласуется с независимым результатом фи�
логенетического анализа всех известных аминокис�
лотных последовательностей белков семейства Argo�
naute [3].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Итак, стандартный тест пермутаций [30] указал
на значимость соответствия, прежде всего, между
данными {Sn; A2; n; A3; n}1 ≤ n ≤ 12 [5] и содержанием тет�
рануклеотидов [RHHK]Λ и [YRHB]V в зрелых кано�
нических miРНК, полученного в результате анализа
этих данных с помощью ACTIVITY. Кроме того, эти
контекстные особенности зрелых канонических
miРНК человека достоверно коррелируют с измере�
ниями сродства miРНК к белкам Ago RISC человека
как на подготовленных репрезентативных данных
для их in silico анализа, так и на оставшихся неодно�
родных независимых данных из опыта [5]. Наконец,
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Рис. 3. Результаты измерения A2 и A3 [5] сродства зре�
лых канонических miРНК к белкам человека, соот�
ветственно Ago2 (�, пунктир) и Ago3 (�, линия), до�
стоверно линейно коррелируют с прогнозами этого
сродства по формулам (4) и (5) на основе нуклеотид�
ных последовательностей зрелых miРНК.
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они согласуются с известной пространственной
структурой комплекса мРНК/мнкРНК/Ago из Pyro'
coccus furiosus [6], различием по воздействию RISC с
содержанием Ago2 и Ago3 на мРНК�мишень (разре�
зание и/или ингибирование [5]) и филогенетиче�
ским древом всех известных аминокислотных по�
следовательностей белков семейства Ago [3]. Суще�
ственно, что эти две закономерности выбраны из
гигантского массива 107 однотипных с ними потен�
циальных закономерностей (1), каждую из которых
подвергали 77 испытаниям при уровне значимости
α < 0.05 [7] на малой выборке из 12 miРНК [5]. По�
этому нельзя совсем исключить случайность их вы�
бора системой ACTIVITY. Однако вероятность слу�
чайного выбора можно оценить с помощью следую�
щих расчетов. 

Прежде всего, согласно распределению редких
событий Пуассона следует ожидать не менее четы�
рех (77 × 0.05 ≈ 4) случайных положительных исходов
в 77 испытаниях и верхнюю 5%�ную доверительную
границу 4 × (1 + tα < 0.05; ν = 77) = 4 × (1 + 1.6649) ≈ 11 их
количества. Этой границе соответствует 77 – 11 = 66
негативных исходов, благодаря которым (11  66)
формула (3) даст в целом негативную оценку полез�
ности Q < 0. Чтобы получить позитивную оценку не�
обходимо 50% позитивных из 77 исходов при значи�
мости α < 0.05. Закон бинома оценивает вероятность
этого величиной: 

Тогда неравенство Бонферрони ограничивает ис�
комую вероятность верхней оценкой: 

P{Q([z1z2z3z4]F; Ψ) > 0} < P{Q([z1z2z3z4]F; Δ) > 0}  

P{Q([z1z2z3z4]F; Σ) > 0} < 2 × 107 
× P{Q(ξ) > 0} < 

< 2 × 107 
× 10–28 < 10–20.

В порядке дискуссии о возможных применениях
формул (4) и (5), выведенных нами для канониче�
ских miРНК, мы предсказали с их помощью также
сродство 48 неканонических miРНК к белкам Ago2 и
Ago3 и сравнили эти прогнозы с измерениями [5]
(табл. 2). Видно, что для неканонических miРНК мы
не нашли ни линейных (r), ни ранговых (τ) корреля�
ций ни для Ago2 (r = –0.01, α > 0.9 и τ = –0.11, α > 0.2),
ни для Ago3 (r = –0.1, α > 0.3 и τ = –0.1, α > 0.3), ни
для полусуммы их сродства к miРНК, которую мы
эвристически ассоциировали с их общим предком
(r = –0.18, α > 0.2 и τ = –0.17, α > 0.09). Это указывает
на отсутствие какой�либо эволюционной селекции
Ago2, Ago3 и их общего предка на сродство к некано�
ническим miРНК. Действительно, содержание ка�
нонических miРНК в клетках много больше по срав�
нению с неканоническими miРНК, последние к то�
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му же принято ассоциировать с ошибками биогенеза
miРНК или их особыми модификациями [5].

Тем не менее, прогноз разности величин сродства
miРНК/Ago2 и miРНК/Ago3 оказался достоверным
в случае обоих типов корреляций (r = 0.488, α < 0.001
и τ = 0.222, α < 0.05). Это означает, что все копии
определенной неканонической miРНК распределе�
ны между ее комплексами с белками Ago2 или Ago3
пропорционально предсказанным с помощью фор�
мул (4) и (5) величинам сродства этой miРНК к Ago2
и к Ago3. 

Итак, прогнозы формул (4) и (5) для канониче�
ских и неканонических miРНК в целом соответству�
ют общепринятым представлениям о взаимодей�
ствии и эволюции макромолекул. Поэтому они мо�
гут быть полезны для конструирования miРНК�
подобных регуляторов генов.

Работа частично поддержана Интеграционным
проектом Сибирского отделения РАН № 119 “Пост�
геномная биоинформатика: компьютерный анализ
и моделирование молекулярно�генетических си�
стем” и Программами РАН № 21 “Фундаменталь�
ные науки – медицине” (проект 26 “Информацион�
но�компьютерные подходы к поиску оптимальных
фармакологических стратегий коррекции патологи�
ческих состояний организма”), № 22 “Молекуляр�
ная и клеточная биология” (проект 8 “Системная
биология: компьютерно�экспериментальные под�
ходы”) и № 23 “Биологическое разнообразие” (про�
ект 29 “Биоинформатика генетической изменчиво�
сти: исследование влияния мутаций на молекуляр�
но�генетические системы организмов”). 
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