
ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2011, т. 83, № 4 41

УДК 577.214:578.841

Поиск генов микроРнк в антиПаРаллельных цеПях
участков генома виРуса ядеРного ПолиэдРоза
Аutographa californica, включающих самые Поздние

и комПлементаРные гены

Т. В. Ширина, М. Т. БоБроВская, Э. а. козлоВ

институт молекулярной биологии и генетики нан Украины, киев;
е-mail: e.a.kozlov@imbg.org.ua

Биоинформативным методом путем анализа вторичной структуры альтернативных транс-
криптов показано, что ген ph вируса ядерного полиэдроза Autographa californica кодирует две зрелые 
микрорнк и три потенциальные микрорнк. комплементарный к гену ph ген orf1629 не кодирует ни 
зрелых микрорнк, ни потенциальных микрорнк. Ген р10 кодирует зрелую микрорнк и потенциаль-
ную. локализованный на комплементарной цепи ген р74 кодирует три зрелых микрорнк. 

к л ю ч е в ы е  с л о в а: вирус ядерного полиэдроза, Autographa californica, биоинформативный метод, 
микрорнк. 

М икроРНК (microRNA, miRNA) – ма-
лые некодирующие РНК длиной в 
среднем 18–22 нуклеотида. MiRNAs 

кодируются собственными генами, а также 
могут быть закодированы в интронных или 
экзонных участках мРНК. MiRNAs регулиру-
ют экспрессию генов, специфически связыва-
ясь с 3′-UTR мРНК в процессе трансляции, 
запуская механизм репрессии трансляции или 
деградации мРНК [1]. Они играют важную 
роль в различных биологических процессах, 
включая дифференциацию, рост клеток, раз-
витие, апоптоз [2]. Кроме того, установлено их 
участие в развитии различных болезней, вклю-
чая рак [3]. Показано, что дерегуляция синтеза 
miRNA приводит к перерождению здоровой 
клетки в раковую [4].

МiRNAs синтезируются РНК-
полимеразой II как большие первичные транс-
крипты (primary miRNAs, pri-miRNAs) дли-
ной от нескольких сотен до нескольких тысяч 
нуклеотидов. Однако в некоторых случаях 
они транскрибируются и РНК-полимеразой 
III [5]. Рri-miRNAs процессируются энзимом 
Drosha в ядре до предшественников (precursor 
miRNAs, pre-miRNAs) длиной 70–80 нуклео-
тидов. Рre-miRNAs экспортируются в цито-
плазму, где процессируются энзимом Dicer до 
зрелых miRNAs [6]. 

MiRNAs закодированы не только в гено-
мах эукариот, но и в геномах крупных ДНК-
содержащих вирусов, геномы которых способ-
ны встраиваться в геном хозяев [7]. К таким 
вирусам относятся вирусы ядерного полиэдро-

за (ВЯП) насекомых. Идентификация miRNAs 
осуществляется двумя параллельными подхо-
дами – биоинформативным и биохимическим 
[8,9]. Биохимический подход обычно использу-
ется для верификации результатов биоинфор-
мативного поиска генов miRNAs. Существует 
несколько компьютерных программ прогно-
зирования miRNAs [10–13], в основе которых 
лежит поиск шпилечно-петлевых структур 
(stem-loop structures, sls) на участках гено-
ма длиной 100 нуклеотидов со сдвигом этого 
участка на 3–5 нуклеотидов. Ранее мы пред-
приняли поиск генов miRNAs в участках гено-
ма ВЯП Bombyx mori, содержащих самые позд-
ние гены ph и p10 [14]. Мы полагали, что поиск 
miR логичнее начинать с поиска рri-miRNA, 
т.к. in vivo sls процессируются из рri-miRNAs. 
Чтобы убедиться в достоверности такого био-
информативного метода, был применен раз-
работанный нами алгоритм поиска miRNAs в 
участках генома ВЯП Autographa californica, со-
держащих гены ph и p10 и комплементарные к 
ним гены orf1629 и р74 соответственно. У ВЯП 
A. californica показано, что с началом синтеза 
полиэдрина прекращается синтез с антипарал-
лельного участка транскрипта длиной 3,2 ки-
лобаз (3,2kb-транскрипт) и происходит его рас-
щепление [15]. Мы полагаем, что это явление 
можно объяснить синтезом закодированных в 
участках генома miRNAs, комплементарных к 
3,2kb-транскрипту. С этой целью, а также для 
проверки степени консервативности miRNAs, 
закодированных в одних и тех же участках, 
был использован биоинформативный метод 
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для открытия miRNAs в участках генома ВЯП 
A. californica и ВЯП B. mori, содержащих гены 
ph и p10 и комплементарные к ним гены orf1629 
и р74 соответственно. В настоящем сообщении 
представлены результаты такого поиска.

материалы и методы

Нуклеотидная последовательность ге-
нома ВЯП A. californica была взята из 
ICTVdB Management (2006). 00.006.0.01. 
Nucleopolyhedrovirus. In: ICTVdB – The 
Universal Virus Database, version 4. Columbia 
University, New York, USA (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/00.006.0.01.htm) [16]. 
Поиск miRNAs осуществляли с помощью раз-
работанного нами алгоритма [14] с примене-
нием биоинформативных программ RNAfold, 
Microprocessor SVM, miPred, miRNA SVM, 
miRscan [10–13]. На первом этапе мы отме-
тили все ТАТА и полиТ последовательности в 
выбранном районе генома. На втором этапе с 
помощью программы RNAfold проанализиро-
вали вторичную структуру всех предполагае-
мых альтернативных (alternate) транскриптов 
(alts), синтезируемых от ТАТА-промотора до 
полиТ последовательности, определяя в най-
денных alts координаты всех sls длиной от 50 
до 150 нуклеотидов. На третьем этапе с по-
мощью программы Microprocessor SVM ото-
брали те sls, которые являются субстратами 
для энзима Drosha (значение фильтра – score 
> - 0,55). На четвертом этапе с помощью про-
граммы miPred из sls-субстратов выбрали 
те, которые прошли оба фильтра программы 
(«real» и «pseudo»). На пятом этапе из реаль-
ных и псевдо шпилек с помощью програм-
мы RNAfold отбирали шпильки со свободной 
энергией < - 23,0 ккал/моль. На шестом этапе 
с помощью программы miRNA SVM из шпи-
лек, прошедших все предыдущие фильтры, мы 
отбирали те, которые являются субстратами 
для энзима Dicer (score > -0,55). И на заключи-
тельном этапе с помощью программы miRscan 
определяли локализацию зрелой miRNA в вы-
бранных предшественниках.

Результаты и обсуждение

Большинство pri-miRNAs транскрибиру-
ются из межгенного пространства. На сегод-
няшний день неизвестны промоторы и тер-
минирующие последовательности для синтеза 
pri-miRNAs. Исходя из этого, можно было 
бы выбрать любую последовательность из не-
скольких нуклеотидов в качестве начала и 
конца транскриптов. Мы решили при выбо-
ре начала и конца pri-miRNA следовать логи-

ке функцио нальных последовательностей – 
ТАТА-бокс (промоторный элемент) и полиТ 
(терминирующая последовательность для 
РНК-полимеразы бакуловирусов). Благодаря 
такому выбору, можно проанализировать де-
сятки возможных pri-miRNAs на сравнитель-
но небольшом участке генома. 

Характерной особенностью генома баку-
ловирусов является то, что кодирующие гены 
расположены на обеих цепях ДНК. За смысло-
вую цепь ДНК принимается та, которая коди-
рует полиэдрин. Транскрипты, синтезируемые 
с комплементарной цепи, называются анти-
смысловыми [15].

Для поиска генов miRNAs было выбрано 
два участка. На участке 1, комплементарном 
гену ph, синтезируются два транскрипта – 
~3,2kb-транскрипт [15] и ~2,4kb-транскрипт 
[17]. Границы участка 1 определяются 5′-кон-
цом ~2,4kb-транскрипта и 3′-концом ~3,2kb-
транскрипта. Известно, что у ВЯП бакуловиру-
сов мРНК полиэдрина синтезируется вирусной 
РНК-полимеразой от TAAG-промотора до 
полиТ последовательности [18]. От позднего 
TAAG-промотора orf p10, расположенного на 
смысловой цепи участка 2, синтезируются два 
транскрипта величиной ~0,6 и ~2,4 kb [17]. 
От ТАТА-промотора orf р74, расположенного 
на антисмысловой цепи комплементарной к 
транскрипту ~2,4 kb синтезируется транскрипт 
длиной ~2,7 kb [17]. Границы избранного нами 
участка 2 определяются 3′- и 5′-концами 2,7kb-
транскрипта. Расположение участка 1 в геноме 
ВЯП A. californica – 3727–7300 [17], участка 2 – 
118452-121201. Если за точку отсчета принять 
нуклеотид А в AUG кодонах orf ph и orf p10, 
то исследуемые участки 1 и 2 записываются 
соответственно в системе координат: 793–2831 
и 389–2364. 

Для поиска pri-miRNAs были приняты 
последовательности от ТАТА-промотора до 
полиТ за условные alts. Также были проана-
лизированы транскрипты, синтезируемые от 
TAAG-промотора.

На смысловой цепи участка 1 расположе-
но 17 ТАТА-промоторов и 36 полиТ. С помо-
щью программы RNAfold проанализирована 
вторичная структура 314 условно обработан-
ных alts, которые включают 24 уникальных 
sls, но только две из них процессируются до 
зрелых miRNAs (sls7ph, sls20ph) и три до по-
тенциальных (candidate, C) предшественни-
ков miRNAs – pre-miR-C (sls17ph, sls21ph, 
sls23ph). В название sls и далее в miRNA кроме 
номера входит наименование гена, с которо-
го транскрибируется pri-miRNA. Необходимо 

ЕКСПЕРИМЕНТАльНі РОБОТИ
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отметить, что некоторые sls обнаруживаются 
в единственном alt, а некоторые – в десят-
ках. Так, например, sls7ph обнаруживается в 
двух alts, sls20ph – в восьми, sls17ph – в трех, 
sls21ph – в 25, sls23ph – в 79 alts. Некоторые 
alts могут образовывать по 2–3 уникальные sls, 
а некоторые единственную уникальную sls. За 
условную pri-miRNA мы принимали такой alt, 
который содержал одну уникальную sls.

На антисмысловой цепи участка 1 распо-
ложено 17 ТАТА-промоторов и 37 полиТ. Про-
анализирована вторичная структура 217 alts, 
которые содержат 8 уникальных sls, из них ни 
одна не процессируется в зрелую или в pre-
miR-C. 

На смысловой цепи участка 2 расположе-
но 9 ТАТА-промоторов и 15 полиТ. Проанали-
зирована вторичная структура 79 alts, которые 
включают 9 уникальных sls, но только одна 
процессируются до зрелой miRNA (sls3p10) и 
одна до pre-miR-C (sls9p10). Sls3p10 обнаружи-
вается в 21 alts, а sls9p10 – в 12 alts. На анти-
смысловой цепи участка 2 расположено 11 ТА-
ТА-промоторов и 17 полиТ. Проанализирована 
вторичная структура 113 alts. Они содержат 9 
уникальных sls, из которых три процессируют-
ся до зрелых miRNA (sls4p74, sls5p74, sls6p74). 
Sls4p74 обнаруживается в 89 alts, sls5p74 – в 
единственном alt, который содержит еще две 
уникальные sls. Sls6p74 обнаруживается в 58 
alts. Всего было исследовано 723 alts и 50 sls. 
В результате было сделано предположение, 
что два участка, включающие самые поздние 
гены, кодируют шесть зрелых miRNAs и четы-
ре потенциальных – pre-miR-Сs. 

В предыдущем сообщении [14] были опи-
саны характеристики всех исследованных 
нами уникальных sls. В этой работе мы при-
водим характеристики только тех уникальных 
sls, которые процессируются либо до зрелых 
miRNAs, либо до потенциальных miRNAs – 
pre-miR-C (табл. 1). В табл. 2 приведены ну-
клеотидные последовательности зрелых и по-
тенциальных miRNAs. На рис. 1 приведены 
изображения sls, процессируемых до зрелых 
miRNAs, а на рис. 2 – до потенциальных. 

На основании анализа вторичных струк-
тур предполагаемых рri-miRNAs были найде-
ны зрелые miRNAs и их предшественники, 
которые являются истинными с достоверно-
стью более 90%. К этому выводу мы пришли, 
анализируя работу американских исследовате-
лей [19]. С помощью произвольно выбранной 
рri-miRNAs длиной 500 нуклеотидов авторы 
проверили известные miRNAs и подтвердили 
таким способом открытие bonа fide miRNAs 

с точностью 90%. Однако, как показано в 
настоя щем сообщении, при использовании 
предложенного нами алгоритма возможны 
альтернативные рri-miRNAs, которые могут 
содержать исследуемую шпильку. В этом смыс-
ле предложенный нами алгоритм поиcка генов 
miRNA позволяет предсказать исчерпывающее 
количество рri-miRNAs, транскрибируемых с 
исследуемого участка генома. Мы полагаем, 
что предложенный нами метод идентифика-
ции истинных miRNAs путем анализа вторич-
ной структуры альтернативных рri-miRNAs не 
требует обязательного подтверждения трудо-
емким и дорогостоящим экспериментальным 
методом клонирования и секвенирования ма-
лых РНК. 

Мы попытались также найти miRNAs в 
избранных участках генома с помощью про-
граммы miRBase [20]. Из множества найден-
ных последовательностей, гомологичных из-
вестным miRNAs, были отобраны только те, 
которые отличаются не более чем на четыре 
нуклеотида. Результаты этого поиска приведе-
ны на рис. 3. Последовательности, выделенные 
красным шрифтом, вписываются в sls, найден-
ные с помощью программы RNAfold на участ-
ках 1 и 2 генома. Поиск sls на этих участках 
осуществляли с помощью окна длиной 100 ну-
клеотидов со сдвигом в 5 нуклеотидов. После-
довательность 1896–1895 вписывается в най-
денную нами sls9р10 (рис. 2). Однако sls9р10 не 
процессируется энзимом Dicer. Две другие sls, 
обозначенные на рис. 3 красным шрифтом, не 
образуются ни в одном из исследованных alts, 
включающих найденные в них последователь-
ности. Для оставшихся трех последовательно-
стей шпилечно-петлевые структуры не образу-
ются на участках длиной 60–100 нуклеотидов, 
включающих эти последовательности. Таким 
образом, с помощью программы miRBase уда-
лось подтвердить только потенциальную pre-
miR-4Cр10, найденную с помощью предло-
женного нами алгоритма поиска miRNAs.

На рис. 4 и 5 приведены схемы располо-
жения miRNAs и pre-miR-Сs на участках 1 и 
2 соответственно генома ВЯП A. californica и 
в предсказанных pri-miRNAs, синтезируемых 
с этих участков. Если сравнить с результата-
ми аналогичного поиска у ВЯП B. mori [14], 
то можно отметить принципиальное сходство. 
У обоих вирусов смысловая цепь кодирует по 
две miRNAs в orf рh и одну miRNA в orf р10. 
Рre-miR-Cs расположены в пространстве меж-
ду генами. Разница только в количестве: ВЯП 
A. californica кодирует три pre-miR-Сs на участ-
ке 1, в то время как ВЯП B. mori – одну. На 

Т. В. шИРИНА, М. Т. БОБРОВСКАЯ, Э. А. КОЗлОВ
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Т а б л и ц а  1. Характеристики обнаруженных в pri-miR шпилечно-петлевых структур (sls), процесси-
руемых в зрелые miR или в их pre-miR-с *

* Sls обнаружены в двух участках генома, включающих ген рh (участок 1) и ген p10 и комплементарный к 
нему ген р74 (участок 2). Жирным шрифтом выделены sls, проходящие фильтры всех программ и процесси-
руемые до зрелых miR. Фильтры программ (колонки 5–8) указаны в разделе «Материалы и методы» 

Sls*
локализация 
pri-miRNA 

Старт sls
Длина 
sls, нт

Drosha Real E, -kcal/mol Dicer

1 2 3 4 5 6 7 8

7ph -458-883 424 70 -0,109 pseudo 25,2 0,391

20ph 839-2135 1445 73 0,084 pseudo 24,7 -0,389

3р10 -30-320 59 81 0,263 + 31,3 -0,305

4p74 2133-874 1940 91 0,076 + 44,1 0,467

5p74 2133-874 1054 88 0,041 pseudo 32,6 0,286

6p74 2133-874 962 80 -0,055 + 27,4 -0,138

17ph -203-1278 1153 87 -0,15 pseudo 24,7 -0,716

21ph 839-2135 1555 72 -0,337 + 29,5 0,553

23ph 839-2135 1710 72 -0,042 + 30,7 -0,877

9p10 1200-2330 1848 104 -0,248 pseudo 47,3 -0,781

Т а б л и ц а  2. нуклеотидные последовательности  miR и pre-miR, закодированных в двух участках 
генома ВяП A. californica

Участок
miRNA,

pre-miRNA
5′–3′-последовательность Цепь

локализация 
в геноме

1 acaNPV-miR-1ph UCGAGCCUUCAUGGGUGGGCA + 4986-5006

1 -miR-2ph UGGUGGAGCUGAUGAUAAAUC + 6007-6027

2 -miR-3p10 CAGCUUUUGGACGGUUUGCCC + 118944-118964

2 -miR-4p74 AGGGCGGCGGCCAUGCGUGAA – 120733-120713

2 -miR-5p74 UAGUGCACUCGCUCAACGUGA – 119844-119824

2 -miR-6p74 UCGAAUCGCUAUCCAAGCCAG – 119783-119763

1 -pre-miR-1Cph UAAAUAAAGCUUGGACAUAUUUAACAU
CGGGCGUGUUAGCUUUAUUAGGCCG + 5691-5742

1 -pre-miR-2Cph GGUGGCGGUGAUGCAGACGGC
GGUUUAGGCUCAAAUGUCUCU
UUAGGCACACGUCGGCACCU + 6080-6143

1 -pre-miR-3Cph UUGUCUGUCGUCUAAAGGUGCA
GCGGGUUGAGGUUCCGUCGGCA
UUGGUGGAGCGGGCGGCAAU + 6235-6298

2 -pre-miR-4Cp10 UCGGCGCCUUCACGCAUGGCC
GCCGCCCUGUCACGGUGGUAG
CACGCGGGCUCCGCGUAACC + 120705-120767

этом сходство заканчивается, тогда как раз-
личий больше. МiRNAs и pre-miR-Сs у двух 
ВЯП располагаются в разных местах одних и 
тех же участков и не имеют сходства в нуклео-
тидных последовательностях за исключением 

асаNPV-pre-miR-Сph2 и bmoNPV-pre-miR-
Сph1. Нуклеотидные последовательности этих 
pre-miR-Сs в 5′-плече шпильки перекрывают-
ся в районе 1-32. Эта последовательность имеет 
только две замены А3 на U и U9 на С. Как из-
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вестно, 5′-плечо miRNA является определяю-
щим для функционирования [21]. Возможно, 
это свойство есть и у pre-miR-С, если это так, 
то асаNPV-pre-miR-Сph2 и bmoNPV-pre-miR-
Сph1 имеют одну и ту же общую пока еще не-
известную для ВЯП функцию. 

Как было упомянуто выше у ВЯП 
A. californica, методом электрофореза в поли-
акриламидном геле, кроме 3,2 kb-транскрипта, 
синтезируемого с антисмысловой цепи, обна-
ружены его фрагменты [15]. В этой статье так-
же показано, что с момента синтеза полиэдри-

рис. 1. найденные в pri-miR шпилечно-петлевые структуры (sls), процессируемые энзимами Drosha и 
Dicer до зрелых miRs (оттенены серым цветом). Вертикальними черточками указаны центры расщеп-
ления энзимом Drosha

 
                      sls7ph                                                                                                                                       

      424                  | 
5′  C               GA         CGA              UAC -         AU           UGAU                                                        
         GUUGC     CCC         CUAUG           CUC      GACG             U                                                                                        
          |  |  |  |  |         |  |  |          |  |  |  |  |             |  |  |        |  |  |  |               A                                                                                                                                         
         CAACG       GGG        GGUAC           GAG       CUGC            G
 3′  A        |     AC           UG -              UUCC          -  -           U A G               
       493 
                                           sls20ph
    1445                     | 
5′  G                       ACAUU -         GA            AAA                    A        G 
         GCUACCAU                  UCA      CGGC         UCUACUA    UG      C          
          |  |  |  |  |  |  |  |                    |  |  |        |  |  |  |           |  |  |  |  |  |  |      |  |                                                                                                                         
         GCUACCAU                  AGU      GUCG        AGGUGGU    GC      G 
3′  G                |     CUAAAU          A -             - - -                      G        G 
     1517 
                                                           sls3p10                                             
     59                                      | 
5′   A                 C - -            UU                 CA        A       C                          GA 
         GGUUGA        AGUG     CAAACU     GUU   AA    GGGCUGGAA      A 
          |  |  |  |  |  |           |  |  |  |       |  |  |  |  |  |       |  |  |      |   |     |  |  |  |  |  |  |  |  |         A                                                                                                                            
         CCAGUU         UCGC     GUUUGG     CAG   UU    UUCGACCUU       U         
3′   G                 AAC   |        CC                  - -         G       -                           AC    
       140 
                                                           sls4p74 
       1940                                         | 
 5′   G               -         G                  A      C     A          - - - - -                 -          A     A          G 
          AGACU   AGC   UGGGUU   CG   GC   GCC             CGCGU   GCU    CC    CCU     G 
           |  |  |  |  |     |  |  |      |  |  |  |  |  |     |  |     |  |     |  |  |               |  |  |  |  |    |  |   |      |  |     |  |  |        A                                                                        
          UCUGA   UUG   ACCCAA   GC   CG    CGG            GCGUA   CGG    GG   GGG     C 
 3′’   G              C         A   |              A      -        -          AAGU               C         C       C          A 
       1850 
                                                                          sls5p74 
       1054                                    | 
 5′    C                 CG -          CC         CG                          A           - - -          U      AAA 
           UCGGCG         UGA     GUG       CAUGUUGGG   GAG         ACU   AC          G 
            |  |  |  |  |  |           |  |  |        |  |  |         |  |  |  |  |  |  |  |  |      |  |  |           |  |  |     |  |            C                         
           AGUCGC         ACU      CGC       GUGCAACUC    CUC         UGA   UG          C 
  3′   C                 AAA   |      AC          UA                         G          ACG        U       C G                                                                                    
        967 
                                                                 sls6p74 
        962 
  5′    A                 AA                 |    CUC           C -      UAUCCAA         A       UC    
             CUGCCA     GCGUUAA        GAAU     GC                     GCC   GC        C 
              |  |  |  |  |  |       |  |  |  |  |  |  |          |   |  |  |       |  |                       |  |  |     |  |                                                
             GACGGU     CGCAGUU        CUUA     CG                     CGG   UG        A 
  3′     A                 -  -      |               - AU            CU    UGCUA  -  -         C       UU 
         883 
 
 
 
Рис. 1. Найденные в pri-miR шпилечно-петлевые структуры (sls),   

          процессируемые ферментами Drosha и Dicer до зрелых miRs  

          (выделены оттенением). Вертикальними чёрточками указаны  

          центры расщепления ферментом Drosha. 
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на 3,2kb-транскрипт исчезает и появляются его 
фрагменты. Вероятно, что мРНК полиэдрина 
может образовывать двухцепочечные РНК с 
комплементарными 3,2kb-транскриптом и его 
фрагментами. Как известно [22], в этом случае 
происходит деградация двухцепочечных РНК. 

Как видно из рис. 4, miR-1ph и miR-2ph 
полностью комплементарны транскриптам, 
транскрибируемым с orf1629. Таких транс-
криптов два, синтезируемых с разных про-
моторов [17]. Если время появления miRNAs 

совпадает со временем синтеза транскриптов, 
то они будут расщепляться в местах компле-
ментарности (на рис. 4 центры расщепления 
транскриптов указаны вертикальными стрел-
ками). Интересно то, что 2,4 kb-транскрипт 
имеет очень короткий 3′-UTR, который за-
канчивается в предполагаемом месте компле-
ментарности miR-1ph. Размеры транскриптов 
и их фрагментов, образующихся в результате 
расщепления транскриптов в местах компле-
ментарности miR-1ph и miR-2ph, совпадают 

рис. 2. найденные в pri-miR шпилечно-петлевые структуры (sls), процессируемые только энзимом 
Drosha до pre-miR-с (выделены вертикальными черточками). В sls9р10 выделена последовательность, 
гомологичная известной miR bta-miR-2409

 
 

      1848   
  5′   G                - - -     -        - - - -              | UCG           CU      A         AUG      CG              CU 
             GCAGACU        GA   ACU           UGGGUU          GCGC     UC    CGC         GC      CCGCC      G                                                     
              |  |  |  |  |  |  |          |  |     |  |  |              |  |  |  |  |  |             |  |  |  |       |  |      |  |  |           |  |        |  |  |  |  |        U           sls9p10 
             CGUCUGG        CU   UGA           ACCCAA            CGCG     GG    GCG        CG      GGUGG      C                                                  
  3′     A                    AGG     C         UCGC     |              -  UG           UC       -         CA -      AU              CA 
         1951 

 
 

        1153                                                 | 
 5′    U        U -               UA      CAC      UA                          UG           UA          AA  
           GAC      CGACG      AA        GU      AAUAAAGCU      GACA      UUU       C 
            |  |  |        |  |  |  |  |        |  |          |  |        |  |   |  |  |  |  |  |  |        |  |  |  |        |  |  |                                        sls17ph 
           CUG      GCUGC      UU        CG      UUAUUUCGA      UUGU      GGG       A 
 3′    C         CU              UA      AGC      GA                           - -            GC          CU 
        1239                                      | 

 
 

        1555 
  5′   G              |   G           G        A         – – – – – – – ––               G                                                           

           GAGGUG   UGGC  GUG    UGC                          AGAC       G                            sls21ph 
            |  |  |  |  |  |      |  |  |  |    |  |   |     |  |  |                             |  |  |  |                                                                                                              
           CUCCAC    GCUG   CAC   ACG                           UUUG      C                              
  3′   A  |               G                       -          GAUUUC U–A              G                                                          
        1626                                                                    C–G                            
                                                                                    U–G 
                                                                                    G–C 
                                                                                U         U 
                                                                                A         C 
                                                                                   A   A 

 
       1710 
   5′   C              |                       CG            AA              A -                UU 
            AAUUGUUGUCUGU     UCUA       GGUGC      GCGGG      G 
             |  |  |  |  |  |  |  |  |  |  |  |  |        |  |  |  |         |  |  |  |  |        |  |  |  |  |          A                 sls23ph 
             UUAACGGCGGGCG      AGGU      UUACG      UGCCU       G    
   3′   C   |                                   - -             GG              GC                UG 
         1781 
                                                  
                                                                                   
 
 
Рис. 2. Найденные в pri-miR шпилечно-петлевые структуры (sls), 

процессируемые только ферментом Drosha до pre-miR-С (выделены 

вертикальными черточками). В sls9р10 выделена последовательность, 

гомологичная  известной miR bta-miR-2409 
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рис. 3. найденные с помощью программы miRBase нуклеотидные последовательности участков 1 и 
2, гомологичные известным miRs. Последовательности, выделенные красным цветом вписываются в 
найденные нами sls

                                                                                                                                                                                          
                                                                   1876                                        1895 
                                     sls9 р10         UCACGCAUGGCCGCCGCCCU  
                                                                     |  |     |    |  |  |  |  |     |  |  |     |  |  |  |  |           
                                  bta-miR-2409       UCUCACAUGGACGCUGCCCU 
                                                                                                                                                                         
                                                         -732                                                 -753                           

orf603           GUUCUUGUUGCGUUUGGUUUGU 
                                                                               |  |  |  |  |  |  |     |  |  |  |  |   |  |  |  |  |  |       
                                  gga-miR-1726       AAGCUUGUUGGGUUUGGUUUGU     

                                                          -149                                                 -170 
                                   orf603            CAUUACAAUGGCUGUUAUUUUU  
                                                                          |  |    |  |  |     |  |  |  |  |  |  |  |      |  |  |  |  |                                                                        
                               dme-miR-6          UAUCACAGUGGCUGUUCUUUUU  
  
                                                         -39                                                -20 
                                       ph               UGUUUUCGUAACAGUUUUGU  
                                                                       |  |  |  |  |  |        |  |  |  |  |  |  |        |  |  |           
                             hsa-miR-2052      UGUUUUGAUAACAGUAAUGU  
 
                                                         -15                                                 -34 
                                   orf1629           UUAUUACAAAACUGU- UACGA    
                                                                        |    |  |  |     |  |  |  |  |  |  |  |  |     |  |  |  |  |          
                              ppt-miR1215        UCAUUGCAAAACUGUAUACGA 
                                                                                                                               
                                                          2124                                          2105 
                                    orf1629          UAUCGGCGUGCGGGAUCCGA  
                                                                          |  |  |  |     |  |  |     |  |  |  |  |  |  |  |  |             
                             gga-miR-1742       AAUCGUCGUUCGGGAUCCGC                         
 
 

 
 
Рис. 3. Найденные с помощью программы miRBase нуклеотидные 

последовательности участков 1 и 2, гомологичные известным miRs. 

Последовательности, выделенные красным цветом вписываются в найденные 

нами sls 
 

с величинами РНК: ~3,2, 1,5 и 1 kb [15]. Мы 
считаем, что эти данные подтверждают на-
личие in vivo предсказанных нами miR-1ph и 
miR-2ph. Установлено, что у промоторного по-
лиэдринового мутанта vXpoly указанные РНК 
появляются на 12-ом часу после инфекции до 
начала синтеза полиэдрина и присутствуют 
в течении 24-х часов после инфекции в от-
сутствие синтеза полиэдрина [15]. Это может 
свидетельствовать о том, что синтез miR-1ph 
и miR-2ph инициируется от собственного про-
мотора ранее синтеза полиэдрина. Неизвест-

но продолжается ли экспрессия генов miR-1ph 
и miR-2ph с момента синтеза полиэдрина или 
блокируется с появлением полиэдрина. 

Таким образом, в результате проведенного 
биоинформативного метода с помощью пред-
ложенного нами алгоритма было показано, 
что самые поздние и комплементарные к ним 
гены ВЯП A. californica кодируют истинные 
(bonа fide) зрелые микроРНК miR-1ph, miR-
2ph, miR-3p10, miR-4p74, miR-5p74, miR-6p74 и 
потенциальные микроРНК pre-miR-1Cph, pre-
miR-2Cph, pre-miR-3Cph, pre-miR-4Cp10.
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рис. 4. схема расположения miRs и pre-miRs на участке 1 генома ВяП а. californica и в pri-miRs. 
Вертикальными стрелками указаны сайты расщепления транскриптов. красным цветом обозначены 
фрагменты, обнаруженные Ooi and Miller [14]

рис. 5. схема расположения miRs и pre-miRs на участке 2 генома ВяП а. californica и в pri-miRs
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Пошук генів мікроРнк в 
антиПаРалельних ланцюгах 
ділянок геному віРусу 
ядеРного ПоліедРозу Аutographa 
californica, що включають 
найПізніші та комПлементаРні 
гени

Т. В. Ширина, М. Т. Бобровська, 
Е. а. козлов

інститут молекулярної біології 
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Біоінформативним методом шляхом 
аналізу вторинної структури альтернативних 
транскриптів показано, що ген ph вірусу ядер-
ного поліедрозу аutographa californica кодує дві 
зрілі мікроРНК і три потенційні мікроРНК. 
Комплементарний до гену ph ген orf1629 
не кодує ні зрілі мікроРНК, ні потенційні 
мікроРНК. Ген р10 кодує зрілу мікроРНК і 
потенційну. локалізований на комплемен-
тарному ланцюзі ген р74 кодує три зрілих 
мікроРНК. 

К л ю ч о в і  с л о в а: вірус ядерного 
поліедрозу, Autographa californica, мікроРНК, 
біоінформативний метод.

The search of microrNa geNes 
eNcoded iN aNTiparallel chaiNs 
of Autographa californica Nuclear 
polyhedrosis virus geNome 
regioNs, iNcludiNg mosT laTe 
aNd complemeNTary geNes

T. V. Shirina, M. T. Bobrovskaja, 
E. A. Kozlov

Institute of Molecular Biology and Genetics, 
National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;

e-mail: e.a.kozlov@imbg.org.ua

S u m m a r y

It was shown using bioinformatic approach 
by analysis of alternative transcriptes secondary 
structure, that а. californica nuclear polyhedrosis 
virus gene ph encoded two mature miRNAs and 
three potential miRNAs. Gene orf1629 comple-
mentary to gene ph did not encode miRNAs and 
pre-miRNA-Cs. Gene p10 encodes mature  and 
potential miRNA. Gene p74 located on comple-
mentary chain encodes three mature miRNAs.

K e y  w o r d s: nuclear polyhedrosis virus, 
Autographa californica, miRNA, bioinformatic 
method.
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