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Аннотация. Opisthorchis felineus – представитель паразитических плоских червей, один из возбудителей опи-
сторхоза человека. Недавно нами была проведена сборка генома O. felineus, однако корректная аннотация 
генов в этом геноме стандартными методами оказалась затруднена наличием сплайс-лидер зависимого транс-
сплайсинга (SLTS). В результате SLTS исходный 5’-конец (аутрон) транскриптов заменяется короткой сплайс-ли
дерной последовательностью, донором которой выступает специализированная молекула SL РНК. SLTS вовле-
чен в процессинг РНК более половины всех генов O. felineus, из-за чего становится невозможным установить 
последовательности аутронов и реальные старты транскрипции соответствующих генов и оперонов, опираясь 
только на данные mRNA-seq. В настоящей работе мы провели апробацию различных экспериментальных под-
ходов для идентификации последовательностей аутронов у O. felineus с помощью массового параллельного 
секвенирования. Два подхода были спланированы нами для прицельного секвенирования процессированных 
разветвленных аутронов. Первый заключался в сиквенс-специфичной обратной транскрипции с SL-интрона в 
направлении 5’-конца аутрона. Во втором использовалась гибридизация аутронов с иммобилизованным одно-
цепочечным ДНК-зондом, комплементарным SL-интрону. Также были использованы два подхода к секвенирова-
нию тотальной РНК, обедненной по рРНК, позволяющих идентифицировать более широкий спектр транскрип-
тов, чем mRNA-seq. Один из них основан на ферментативной элиминации перепредставленных кДНК, другой – на 
ферментативной деградации некэпированных РНК экзонуклеазой Terminator. С помощью селективных методов 
нам не удалось получить обогащения препаратов РНК по процессированным аутронам, что, наиболее вероятно, 
связано с коротким временем жизни этих промежуточных продуктов транс-сплайсинга. Из двух методов обед
нения по рРНК высокую эффективность показал метод, основанный на ферментативной нормализации кДНК 
(Zymo-Seq RiboFree). Он позволил примерно вдвое увеличить долю прочтений, соответствующих аутронам и 
интронам, по сравнению с mRNA-seq. Полученные результаты предполагают, что основным ресурсом последо-
вательностей аутронов в пуле РНК O. felineus служат новосинтезированные непроцессированные транскрипты.
Ключевые слова: описторхоз; сплайс-лидер зависимый транс-сплайсинг; аутрон; старт транскрипции; транс-
криптом; рибосомальная фракция РНК.
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Abstract. The parasitic flatworm Opisthorchis felineus is one of the causative agents of opisthorchiasis in humans. Re-
cently, we assembled the O. felineus genome, but the correct genome annotation by means of standard methods was 
hampered by the presence of spliced leader trans-splicing (SLTS). As a result of SLTS, the original 5’-end (outron) of 
the transcripts is replaced by a short spliced leader sequence donated from a specialized SL RNA. SLTS is involved in 
the RNA processing of more than half of O. felineus genes, making it hard to determine the structure of outrons and 
bona fide transcription start sites of the corresponding genes and operons, being based solely on mRNA-seq data. In 
the current study, we tested various experimental approaches for identifying the sequences of outrons in O. felineus 
using massive parallel sequencing. Two of them were developed by us for targeted sequencing of already processed 
branched outrons. One was based on sequence-specific reverse transcription from the SL intron toward the 5’-end of 
the Y-branched outron. The other used outron hybridization with an immobilized single-stranded DNA probe com-
plementary to the SL intron. Additionally, two approaches to the sequencing of rRNA-depleted total RNA were used, 
allowing the identification of a wider range of transcripts compared to mRNA-seq. One is based on the enzymatic 
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elimination of overrepresented cDNAs, the other utilizes exonucleolytic degradation of uncapped RNA by Terminator 
enzyme. By using the outron-targeting methods, we were not able to obtain the enrichment of RNA preparations by 
processed outrons, which is most likely indicative of a rapid turnover of these trans-splicing intermediate products. 
Of the two rRNA depletion methods, a method based on the enzymatic normalization of cDNA (Zymo-Seq RiboFree) 
showed high efficiency. Compared to mRNA-seq, it provides an approximately twofold increase in the fraction of reads 
originating from outrons and introns. The results suggest that unprocessed nascent transcripts are the main source of 
outron sequences in the RNA pool of O. felineus.
Key words: opisthorchiasis; spliced leader trans-splicing; outron; start of transcription; transcriptome; ribosomal RNA.
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Введение
Opisthorchis felineus – представитель паразитических 
плоских червей класса Trematoda (сосальщики) семей-
ства Opisthorchiidae, обладающий сложным жизненным 
циклом со сменой двух промежуточных хозяев, оконча-
тельным хозяином которого оказывается человек (Беэр, 
2005). Описторхоз, вызываемый паразитированием этого 
сосальщика в желчных протоках печени человека, имеет 
хронический характер, приводит к ряду серьезных со-
путствующих нарушений гепатобилиарной системы, в 
числе которых холангит, холецистит, панкреатит, а также 
является фактором риска развития холангиокарциномы 
(Sripa et al., 2007; Pakharukova, Mordvinov, 2016; Pakharu­
kova et al., 2019). По оценке ВОЗ, более 1 млн людей мо-
гут быть заражены O. felineus, при этом самый крупный 
очаг описторхоза расположен в Обь-Иртышском бассей­
не. В некоторых регионах Томской и Тюменской областей 
заболеваемость населения достигает 60  % (FAO/WHO, 
2014; Fedorova et al., 2018).

В исследовании биологии этого плоского червя и раз-
витии молекулярно-генетических подходов к диагности­
ке и фармакотерапии описторхоза важным шагом стало 
получение референсной сборки генома и ее аннотация 
(Ershov et al., 2019). Однако аннотация генов, полученная 
на основе данных polyA-mRNA-seq, стандартно применя-
емых для этой задачи, имеет существенные недостатки в 
связи с одной из особенностей процессинга РНК у пло-
ских червей – сплайс-лидер зависимого транс-сплайсинга 
(splice leader trans-splicing, SLTS). В ходе SLTS происходит 
объединение экзонов двух независимых транскриптов: 
специализированной короткой кэпированной сплайс-ли­
дерной РНК (SL РНК), несущей 5′-сайт сплайсинга, и той 
или иной пре-РНК, имеющей соответствующий 3′-сайт 
(см. рис. 1, б ). При этом удаляется исходный 5′-участок 
пре-РНК (так называемый аутрон), к сайту ветвления 
которого присоединен по 2′–5′-фосфодиэфирной связи 
интрон SL РНК (Murphy et al., 1986; Sutton, Boothroyd, 
1988). Предполагается, что далее этот Y‐образный про-
дукт (Y-аутрон) быстро подвергается дебранчингу и де­
градации (Sutton, Boothroyd, 1988; Lasda, Blumental, 2011). 
Таким образом, в данных polyA-mRNA-seq практически 
отсутствуют последовательности вырезанных аутронов, 
а с ними оказывается недоступной для аннотации и ин-
формация об истинных стартах транскрипции соответ-
ствующих генов и локализации их промоторов, а также 
информация об оперонной организации групп генов. 
Следует отметить, что по причине SLTS оказывается не­
эффективной и большая группа экспериментальных ме-

тодов идентификации стартов транскрипции, основанных 
на селективном секвенировании кэпированных 5′-кон- 
цов РНК.

По нашим оценкам, в геноме O. felineus продукты бо­
лее половины всех генов подвергаются транс-сплайсингу 
(Ershov et al., 2019). Для корректной аннотации таких 
генов необходимы альтернативные высокопроизводитель-
ные методы секвенирования, обеспечивающие массовую 
идентификацию аутронов. Как правило, для описания 
аутронов генов исследователи наслаивают информацию 
о сайтах инициации транскрипции, полученную такими 
методами, как GRO-seq, GRO-cap, ChIP-seq к РНК-поли­
меразе II, на данные по сайтам SLTS, выявляемым с по-
мощью mRNA-seq (Chen et al., 2013; Kruesi et al., 2013). 
Соответственно, участок генома от старта транскрипции 
до 3′-сайта SLTS принимается как аутрон. Заметим, что 
основная часть этих методов требует значительного коли-
чества стартового биологического материала и в случае 
небольшого размера особей подходит скорее для культи-
вируемых в лаборатории организмов. Известны примеры, 
когда удается детектировать аутроны непосредственно 
методами секвенирования РНК. Так, в одной из работ на 
C. elegans культивирование особей при низкой темпера-
туре приводило к накоплению непроцессированных тран­
скриптов, что позволило детектировать 5′-концы аутронов 
методом SAGE в ядерной фракции РНК (Saito et al., 2013).

На немодельных организмах, включая трематод, для 
прямой массовой детекции транс-сплайсированных РНК 
были успешно применены RNA-seq методы “SL Trap­
ping”, основанные на селекции по универсальной 5′-по-
следовательности SL-экзона в этих транскриптах (Nilsson 
et al., 2010; Boroni et al., 2018). Поскольку все Y-аутроны 
также содержат универсальную 3′-последовательность 
SL-интрона, представляется привлекательным использо-
вать это свойство для селективной идентификации аутро- 
нов и симметричного подтверждения сайтов SLTS. Кро-
ме того, непосредственная идентификация Y-аутронов 
послужила бы принципиальным доказательством обще-
принятого механизма SLTS на большой выборке генов.

В настоящей работе для идентификации аутронов 
O. felineus мы опробовали два кандидатных подхода, ос­
нованных на прицельном обогащении по Y-аутронам: в 
одном случае посредством сиквенс-специфичной обрат-
ной транскрипции с SL-интрона в направлении 5′-конца 
основной цепи аутрона, в другом – путем гибридизации 
Y-аутронов с иммобилизованным на магнитных части­
цах  одноцепочечным ДНК-зондом, комплементарным 
SL- интрону. Помимо того, параллельно были использова-



Апробация различных вариантов RNA-seq для идентификации 
аутронов генов у плоского червя Opisthorchis felineus

Н.И. Ершов, Д.Е. Маслов 
Н.П. Бондарь

2020
24 • 8

899АКТУАЛЬНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ / MAINSTREAM TECHNOLOGIES

ны два пригодных для немодельных организмов подхода 
к секвенированию библиотек тотальной РНК, обедненной 
по рРНК, не использующих гибридизационные пробы: 
обработку экзонуклеазой Terminator и коммерческий на-
бор Zymo-Seq RiboFree, основанный на ферментативной 
нормализации кДНК. Доля содержащих аутроны после-
довательностей в этих библиотеках должна быть заведомо 
выше, чем в стандартных библиотеках polyA-mRNA-seq. 

Материалы и методы
Биоматериал. Взрослых червей O. felineus выделяли из 
желчных протоков печени хомячков Mesocricetus auratus 
через 3–4 мес. после заражения метацеркариями, получен­
ными из тканей зараженных рыб (язь) из р. Обь. Червей 
промывали в физиологическом растворе и использовали 
сразу или замораживали при –80 °C до использования.

РНК выделяли из замороженных образцов O.  feli­
neus с использованием PureZOL (BioRad, США) соглас­
но протоколу производителя. Осаждение РНК проводили 
добавлением равного объема изопропанола и 5 мкг ли-
нейного полиакриламида (LPA) в качестве соосадителя. 
Полученный раствор оставляли на ночь при –20 °С. Оса-
док растворяли в бидистиллированной воде и выполняли  
дополнительную очистку проб с использованием Aurum 
total RNA mini kit (BioRad, США), включающую в себя 
стадию обработки ДНКазой I. Качество и количество вы-
деленной РНК оценивали с помощью спектрофотометра 
NanoDrop 2000.

Обработка Terminator. Обработку тотальной РНК 
ферментом Terminator (5′-Phosphate-Dependent Exonuc­
lease, Epicentre, США) проводили в соответствии с про-
токолом производителя. Реакционная смесь содержала 
500  нг тотальной РНК, 1  мкл RiboLock (ThermoFisher 
Scientific, США), 2 мкл 10× буфера А, 1 U экзонуклеазы 
Terminator. Объем доводили до 20 мкл бидистиллирован­
ной водой. Образец инкубировали 60 мин при 30 °С, реак­
цию останавливали добавлением 1 мкл 100 мM EDTA. 
Очистку пробы после реакции проводили с использова-
нием Agencourt RNAClean XP  beads (Beckman Coulter, 
США).  Уменьшение количества рибосомальной РНК 
проверяли на Agilent 2100 Bioanalyzer с использованием 
RNA 6000 Pico chip. 

Выделение фракции РНК, обогащенной по Y-аутро
нам (SLi-BC). Биотинилированный оцДНК-зонд ([bio­
tin- TEG]-5′-GGCTAGCCAAATAATTCATCCGACCATAG 
GCCGGAGTCGATTCTT-3′) иммобилизовали на магнит-
ных частицах (Dynabeads M-280 Streptavidin, Invitrogen, 
США) согласно протоколу производителя, контролируя 
примерное соответствие количества связавшегося зонда 
заявленной емкости частиц (~200 пМ/мг). К магнитным 
частицам со связанным зондом добавляли 1  мкг РНК 
в буфере для гибридизации (1  М NaCl, 5  мМ Tris-HCl 
(pH 7.5), 0.5 мM EDTA, 0.1 % Tween-20) и инкубировали 
с постоянным перемешиванием по следующему протоко-
лу: 75 °С в течение 2 мин, затем понижали температуру 
на 1 °С/мин до 55 °С и инкубировали 15 мин при 55 °С. 
Частицы трижды промывали теплым (50  °С) буфером. 
К частицам добавляли 10 мкл воды и нагревали до 94 °С 
на 5 мин. Раствор, содержащий РНК, собирали в чистую 
пробирку и сразу проводили реакцию обратной транс-

крипции с помощью 200 U RevertAid Reverse Transcriptase 
(ThermoFisher Scientific, США) и случайных гексамеров 
в качестве праймеров. Условия реакции: 5 мин при 25 °С, 
60 мин при 42 °С и 5 мин при 70 °С. Полученную кДНК 
использовали для приготовления библиотеки.

Реакция обратной транскрипции сиквенс-специ
фичными праймерами (SLi-RT). Для реакции обратной 
транскрипции использовали термостабильную Maxima H 
Minus Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific). Ре­
акционную смесь, содержащую 300 нг РНК, 2 пМ спе­
цифического праймера к интрону SL-РНК (SLi_r1, 5′-AG 
GCCGGAGTCGATTCTT-3′), 1 мкл 10 мМ dNTP, 4 мкл 
5 M бетаина, инкубировали 2 мин при 75 °С, затем по-
нижали температуру на 2  °С/мин до 55  °С, добавляли 
20 U RiboLock RNAse inhibitors и 100 U Maxima H Minus 
Reverse Transcriptase и инкубировали 30 мин при 55 °С, 
после чего реакцию инактивировали в течение 5 мин при 
85 °С. Полученную кДНК использовали для приготовле-
ния библиотеки.

Для оценки обогащения по Y-аутронам в ходе отра
ботки протоколов SLi-BC и SLi-RT была использо-
вана ПЦР-РВ с праймерами к аутрону (MMCE_ou_f: 
5′-CCTGGCGACACACATCTGAA-3′, MMCE_ou_r: 5′-AC 
ATGGACATGGCTGAAGCA-3′) и экзонам (MMCE_ex_f: 
5′-TGCAACCTCTCTTGTGTTCCT-3′, MMCE_ex_r: 5′-CC 
ACCTGGACACCGAATGTAT-3′) гена mmce (Приложе-
ние  1)1. Обогащение рассчитывалось по методу ΔΔCt 
как изменение соотношения аутрона к экзону между 
контрольной и селектированной кДНК. Контрольной 
служила кДНК, полученная ревертированием тотальной 
РНК со случайных гексамеров. Селектированная кДНК 
в  случае SLi-RT получена ревертированием тотальной 
РНК с праймера SLi_r1 и в случае SLi-BC – конвертиро-
ванием обогащенной соответствующим образом фракции 
РНК с помощью случайных гексамеров.

ПЦР проводили в реакционной смеси объемом 20 мкл, 
содержащей 0.25  мM dNTP, 2  мкл 10×  ПЦР-буфера 
Б+EVAGreen, 2.5 мM MgCl2, смесь праймеров (по 10 пМ 
каждого), 2 мкл образца ДНК, 0.3 Ед/мкл SynTaq ДНК-по­
лимеразы с ингибирующими активность фермента анти-
телами («Синтол», Россия). Условия реакции: предвари-
тельный нагрев до 9 °С в течение 5 мин с последующими 
39 циклами амплификации, включающими денатурацию 
при 95 °С в течение 15 с, отжиг праймеров и элонгацию 
при 60 °С в течение 20 с. Кривые плавления снимали в 
диапазоне температур 65–95 °С. Все реакции выполнялись 
в двух технических повторностях.

Для приготовления библиотек RNA-seq после обра­
ботки Terminator использовали NEBNext Ultra  II Direc-
tional RNA Library Prep Kit for Illumina (NEB, США) по 
стандартному протоколу. Для приготовления библиотек 
из образцов кДНК, полученных по протоколам SLi-BC и 
SLi-RT, использовали NEBNext Ultra II Directional RNA 
Library Prep  Kit for Illumina, начиная с этапа синтеза 
второй цепи кДНК. Фрагментацию полученной кДНК 
проводили с помощью фермента dsDNA Fragmentase, 
одновременно с репарированием концов ДНК. Селекцию 
фрагментов нужной длины осуществляли с помощью 
1 Приложения 1–3 см. по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2020-24/appx15.pdf

http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2020-24/appx15.pdf
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Agencourt AMPure XP beads, после чего выполняли не-
сколько циклов амплификации библиотеки.

Приготовление библиотек с обеднением по рибосо-
мальной РНК проводили с помощью набора Zymo-Seq 
RiboFree Total RNA Library Prep Kit (Zymo Research, США) 
по стандартному протоколу. В реакцию брали 500 нг то-
тальной РНК, обеднение после ренатурации проводили 
в течение 60 мин. 

Размер и количество полученных библиотек определя­
ли с помощью Agilent 2100 Bioanalyzer (Прил. 2). Биб­
лиотеки были секвенированы с двух сторон (2 × 250 bp) 
на платформе Illumina MiSeq (услуга предоставлена 
АО «Вектор-Бест»). Исходные данные секвенирования 
библиотек депонированы в репозитории с открытым до­
ступом Zenodo (Ershov, 2020). Ранее опубликованные 
данные mRNA-seq, использованные в работе, доступны 
в базе данных NCBI (PRJNA257351).

Вычислительная обработка данных секвенирова-
ния. Данные секвенирования в формате FASTQ были 
обработаны в программе Cutadapt (Martin, 2011) для 
удаления адаптерных последовательностей и картиро-
ваны на референсный геном O.  felineus (GenBank ID 
GCA_004794785.1) в программе STAR (Dobin et al., 2013). 
Разметку геномных элементов выполняли с использова-
нием соответствующей аннотации генов и ранее полу-
ченных полногеномных данных по картированию сайтов 
транс-сплайсинга (Ershov et al., 2019), с использованием 
собственных Perl-скриптов. Сборка геномного повтора 
рРНК проводилась вручную по данным секвенирования 
геномной ДНК (Ershov et al., 2019). Границы генов рРНК 
в геноме были определены с помощью базы данных Rfam 
(https://rfam.xfam.org) и инструмента RNAmmer (Lagesen 
et al., 2007). Подсчет числа прочтений в заданных геном-
ных интервалах осуществлялся с помощью инструмента 
featureCounts пакета Subread (Liao et al., 2019). Статисти-
ческая обработка и графическая визуализация данных 
выполнены в среде R.

Результаты и обсуждение

Обоснование выбранных стратегий
К настоящему времени нам не удалось найти упоминания 
в литературе экспериментальных методов для прямой 
массовой идентификации Y-аутронов в транскриптоме. 
В ходе анализа полученных ранее данных mRNA-seq 
O. felineus (Ershov et al., 2019) мы обнаружили, что для 
многих генов 5′-районы выше сайта транс-сплайсинга (по-
тенциальные аутроны), подобно интронам, содержат не-
значительное число картированных прочтений (рис. 1, а), 
несмотря на обеднение библиотек по некодирующим и 
непроцессированным последовательностям в результате 
polyA-селекции. Всего около 0.15 % прочтений mRNA-
seq картировалось в районы аутронов (5  т. п. н. выше 
сайта) транс-сплайсируемых транскриптов (в среднем 
с 0.8-кратным покрытием). Источником таких прочте­
ний, соответствующих аутронам генов, могут выступать: 
непроцессированные новосинтезированные пре-РНК; 
Y-аутроны  – промежуточные разветвленные продукты 
транс-сплайсинга; а также продукты их дальнейшего де-
бранчинга, потерявшие ковалентно связанный с аутроном 

SL-интрон (см. рис. 1, б ). Мы предположили, что фракция 
Y-аутронов в исходном пуле тотальной РНК потенциаль- 
но может составлять долю, достаточную для ее вычлене-
ния методами прицельного обогащения.

Возможность таргетирования Y-аутронов обусловле­
на наличием в их составе универсальной последователь-
ности – интрона SL-РНК, ковалентно связанного в сайте 
ветвления (branchpoint) со сплайсированным аутроном 
пре-РНК (см. рис.  1, б ). Используя это свойство, мы 
разработали два различных подхода к прямой селекции 
Y-аутронов. Первый, обозначенный SLi-RT (SL-intron 
Reverse Transcription), заключается в таргетированной об­
ратной транскрипции с 2′-плеча (SL-интрона) в направ-
лении варьирующего 5′-конца аутрона (см. рис.  1,  в). 
Известно, что обратная транскриптаза M-MLV, лишенная 
активности РНКазы  H, при праймировании с 2′-плеча 
способна достаточно часто проходить сайт ветвления с 
допущением одного мисматча и успешно ревертировать 
5′-сегмент (Bitton et al., 2014; Döring, Hurek, 2017). Из 
ожидаемых недостатков метода можно было предпола-
гать пониженную эффективность такого ревертирования, 
накопление продуктов миспрайминга и недопредстав-
ленность 5′-районов аутронов вследствие регулярного 
случайного обрыва синтеза первой цепи кДНК. В связи 
с последним выбор фермента и высокотемпературные 
условия ревертирования, включая горячий старт, опти-
мизировались для максимальной процессивности и спе­
цифичности синтеза.

Второй подход, SLi-BC (SL-intron Biotin Capture), осно-
вывался на гибридизации 2′-плеча аутронов с биотинили-
рованным одноцепочечным ДНК-зондом, гомологичным 
SL-интрону, и последующей иммобилизации и очистке 
соответствующей фракции на магнитных частицах, по-
крытых стрептавидином (см. рис.  1,  г). Такой подход 
должен быть более чувствителен к процентному содержа-
нию целевой фракции в препарате РНК, но имеет больше 
шансов в идентификации полноразмерных аутронов.

Оба подхода нацелены на интактную Y-структуру про-
цессированного аутрона, что позволило бы в том числе 
дифференцировать их от фрагментов новосинтезиро-
ванных транскриптов, не прошедших транс-сплайсинг. 
Кроме того, мы использовали два метода секвенирования 
тотальной РНК, обедненной по рРНК, позволяющих иден-
тифицировать и некодирующие транскрипты, включая 
интроны и аутроны. Поскольку O.  felineus не является 
модельным видом, то популярные наборы для обеднения 
на основе гибридизации с рРНК-пробами оказываются не-
применимы. Поэтому был опробован протокол обработки 
тотальной РНК экзонуклеазой Terminator, специфически 
гидролизующей нуклеиновые кислоты с фосфорилиро-
ванным 5′-концом (в том числе рРНК), но не затрагиваю-
щей кэпированные последовательности. В качестве аль-
тернативного был взят коммерческий протокол Zymo-Seq 
RiboFree, основанный на DSN-нормализации гибридов 
РНК:ДНК сразу после синтеза первой цепи кДНК, в ре-
зультате которого гидролизуются все перепредставленные 
транскрипты, в том числе глобины и рРНК. В отличие от 
первых двух, эти методы не дают возможности отличать 
процессированные аутроны от их предшественников – не-
процессированных новосинтезированных транскриптов, 
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и потому не могут служить прямым доказательством про-
текания транс-сплайсинга.

В данных mRNA-seq, полученных ранее, были выяв­
лены последовательности исходной SL-РНК (Ershov et al., 
2019), на основе которых разработаны соответствующие 
праймеры и зонды. Оптимизацию условий обогащения по 
Y-аутронам в методах SLi-BC и SLi-RT контролировали 
методом ПЦР-РВ с праймерами к аутрону и экзонам гена 
mmce, транс-сплайсируемый продукт которого не является 
полицистронным и характеризуется высоким уровнем 
экспрессии (см. Прил.  1). Обогащение рассчитывалось 
как разность ΔCt  (аутрон, экзон) между контрольной 
и селектированной кДНК. В случае препаратов кДНК, 
использованных для приготовления библиотек SLi-BC 
и SLi-RT, наблюдалось соответственно 4- и 100-кратное 
обогащение по участку аутрона относительно экзона гена 
mmce (см. Прил. 1, Б).

Из полученных различными методами препаратов РНК 
или кДНК были приготовлены библиотеки RNA-seq и 
далее секвенированы с низким покрытием, позволяю-
щим получить приемлемое представление о базовых 
характеристиках обогащения или обеднения целевыми 
фрагментами.

Представленность рРНК в библиотеках
Для сравнения использованных методов со стандартным 
методом mRNA-seq, полученные данные секвенирования 
пяти библиотек были картированы на референсный ге-
ном, дополненный последовательностью повтора рРНК. 
Поскольку данный повтор имел достаточно высокое по­
крытие во всех библиотеках, он оказался полезен не толь­
ко для оценки эффективности обеднения по рРНК, но и 

для оценки цепь-специфичности полученных библиотек 
(рис.  2). Из последних только TerminatorExo имела от-
носительно низкую степень цепь-специфичности (68 %). 
Интересно, что каждая из библиотек характеризовалась 
своими особенностями профиля покрытия рРНК. Сто-
ит упомянуть, что для большого числа первичноротых 
28S рРНК дополнительно процессируется по сайту «скры-
того разрыва» с образованием примерно эквивалентных 
по размеру фрагментов 28Sα и 28Sβ (Ishikawa, 1977). Та­
кая особенность наблюдается и для O. felineus: разрыв в 
покрытии 28S рРНК (см. рис. 2) и одиночный пик рРНК 
на электрофореграмме (см. Прил. 2).

Наблюдаемое распределение немногочисленных про­
чтений рРНК библиотеки Zymo-Seq в сравнении с mRNA-
seq (1.7 и 6.5 % прочтений соответственно) отражает край­
не эффективное «вычитающее» обеднение по наиболее 
перепредставленным участкам данного повтора.

Профиль библиотеки TerminatorExo свидетельствует 
об эффективной начальной ферментативной деградации 
5′-районов 18S, 28Sα и 28Sβ рРНК (см. рис. 2, отмечены 
зелеными линиями), которая, однако, стремительно уга-
сает в определенных сайтах. Вероятно, это связано с чув-
ствительностью фермента к сложной пространственной 
структуре субстрата либо с частым гидролизом рРНК в 
данных сайтах с образованием 5′-OH концов, в отноше­
нии которых экзонуклеазная активность фермента отсут-
ствует. В результате полученная библиотека TerminatorExo 
содержала около 60 % прочтений рРНК.

Методы прицельного обогащения SLi-BC и SLi-RT 
также демонстрировали высокий уровень фоновой рРНК 
(63.1 и 20.2  %), причем библиотека SLi-RT содержала 
главным образом продукт нецелевого ревертирования с 
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Рис. 1. Представленность последовательностей, соответствующих аутронам, в данных polyA-mRNA-seq O. felineus и схема предлагаемых мето-
дов прицельной идентификации Y-аутронов.
а – пример покрытия прочтениями аутронного участка транс-сплайсируемого гена (Vps39l) в данных mRNA-seq. Стрелкой указан подтвержденный сайт 
транс-сплайсинга; б – схема транс-сплайсинга пре-РНК с образованием Y-аутрона, содержащего SL-интрон, и его деградации с участием Dbr1; в – схема 
обратной транскрипции, праймированной с SL-интрона в составе аутрона, которая использована в подходе SLi-RT; M-MLV RT – обратная транскриптаза 
M-MLV[H-]; г – схема гибридизации одноцепочечного ДНК-зонда, модифицированного 5’-биотин-TEG, с SL-интроном в составе Y-аутрона, и последующей 
очистки на магнитных частицах, покрытых стрептавидином.
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3′-района 28Sα рРНК. Поскольку 3′-участок 28Sα рРНК 
потенциально может формировать стабильную шпильку 
(согласно предсказанной сервисом RNAfold вторичной 
структуре, Прил. 3), вероятно, подобная структура обу­
словливает праймирование обратной транскрипции без 
какого-либо участия праймера к SLi_r1.

Распределение категорий геномных элементов  
в библиотеках
Для картированных данных был проведен анализ рас-
пределения прочтений по различным взаимоисключаю­
щим (в указанном порядке) группам геномных элементов: 
повторам рРНК, мтДНК, экзонам, интронам, промотор-
ным или аутронным участкам (1 и 5 т. п. н. выше 5′-конца 
предсказанного гена) и межгенным промежуткам. Подсчет 
велся отдельно для генов, сопряженных с высокоэффек-
тивным транс-сплайсингом (SL), и для прочих генов (TR). 
Как видно из результатов, представленных на рис. 3, а, в 
библиотеках TerminatorExo, SLi-BC и SLi-RT подавля-
ющая доля прочтений представлена неинформативной 
фракцией рРНК и категорией межгенных участков. В биб­
лиотеках Zymo-Seq и mRNA-seq, напротив, более 60 % 
прочтений относятся к экзонам аннотированных генов.

Если исключить из рассмотрения группы рРНК и 
мтРНК (см. рис. 3, б ), распределение прочтений по кате-
гориям геномных элементов, нормированное на суммар-
ную длину последних, оказывается весьма схожим для 
библиотек mRNA-seq, SLi-BC, TerminatorExo и Zymo-Seq. 
При этом библиотека SLi-RT в целом воспроизводит слу­

чайное (равномерное) распределение прочтений в геноме. 
Очевидно, что SLi-RT содержит главным образом шум, ис-
точником которого, вероятно, послужила геномная ДНК, 
несмотря на идентичную обработку всех препаратов РНК 
ДНКазой. Надо отметить, что в данной библиотеке было 
обнаружено 227  (0.12  %) пар прочтений, содержащих 
в начале фрагмента праймер SLi_r1, примыкающий к 
последовательности адаптера. Именно такие последова-
тельности, как ожидалось, должны были быть перепред-
ставлены в библиотеке SLi-RT. И хотя они с большой 
вероятностью не относятся к истинным Y-аутронам, их 
наличие подтверждает работоспособность праймера в 
реакции ревертирования.

Предполагалось, что в случае эффективного обогаще-
ния библиотек по аутронам мы должны наблюдать значи­
тельное увеличение покрытия 5′-прилежащих районов 
транс-сплайсируемых генов (SL:up_1Kb и SL:up_5Kb) 
по отношению к промоторным районам рядовых генов 
(TR:up_1Kb и TR:up_5Kb). Такое обогащение действи-
тельно наблюдалось для библиотек SLi-BC, TerminatorExo 
и Zymo-Seq, но только в категории SL:up_5Kb (рис. 4, а). 
В  SL:up_1Kb эти методы, напротив, демонстрировали 
обеднение по потенциальным аутронам. Обеднение обу­
словлено тем, что для многих рядовых генов не анно­
тированы их 5′-некодирующие районы (5′-UTRs), в ре­
зультате чего в категории TR:up_1Kb оказалось большое 
число  прочтений зрелых мРНК. Более показательным 
является сравнение с mRNA-seq, в котором все три упо­
мянутых метода имели большее обогащение в обеих ка­

Рис. 2. Профили покрытия геномного повтора рРНК, содержащего 18S, 5.8S, 28Sα и 28Sβ рДНК.
Профили покрытия прочтениями с антисмысловой и смысловой цепей кДНК выделены синим и красным цветами. В обозначениях 
библиотек в квадратных скобках указан процент прочтений, картированных на повтор рРНК. Темно-зелеными линиями отмечены 
5’-участки рРНК, наиболее подверженные гидролизу экзонуклеазой Terminator. В нижнем ряду приведена разметка генов рРНК, 
предсказанных сервисами Rfam и RNAmmer 1.2, с указанием локуса скрытого разрыва (hidden break) 28S рРНК (зеленый).

9 т. п. н.
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тегориях аутронных участков. Поскольку коэффициент 
обогащения примерно одинаков для трех библиотек, то 
он отражает собственно долю аутронов в исходной то-
тальной РНК. Следовательно, метод SLi-BC не позволил 
преимущественно селектировать целевые последователь-
ности Y-аутронов.

Таким образом, из всех опробованных методов только 
Zymo-Seq позволил значимо избавиться от неинформа-
тивной фракции рРНК и при этом сохранить исходную 
долю некодирующих транскриптов, включая аутроны. 
В то же время покрытие аутронов в отношении к экзонам 
в библиотеке Zymo-Seq остается незначительным (см. 
рис. 4, б ).

Из полученных результатов можно заключить, что по-
следовательности, соответствующие аутронам, включая 
непроцессированные новосинтезированные пре-РНК и 
интактные или частично деградировавшие Y-аутроны, 
представлены очень незначительной фракцией в пуле 
РНК O. felineus. По всей видимости, из них наименьшая 
доля приходится на интактные Y-аутроны, в связи с чем 
библиотеки SLi-BC и SLi-RT, нацеленные именно на ин-
тактную структуру, содержали лишь шум. Хотя механизм 
и скорость деградации Y-разветвленных продуктов транс-
сплайсинга остаются неизвестными, предполагается, что 
они деградируют быстро (Lasda, Blumenthal, 2011). Так, в 
эксперименте in vitro на C. elegans были обнаружены все 
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Рис. 3. Представленность различных категорий геномных элементов в данных секвенирования библиотек RNA-seq.
а – долевое распределение картированных прочтений по 11 категориям геномных элементов; б – диаграмма, отражающая норми-
рованное число прочтений в каждой из 9 геномных категорий (за исключением мтРНК и рРНК). Значения нормированы на суммар-
ную длину категории и глубину секвенирования (аналогично метрике TPM). Штриховой линией обозначен ожидаемый уровень 
значений при условии равномерного покрытия генома.

Рис. 4. Обогащение библиотек по аутронам генов.
а  – гистограмма обогащения по интронам и аутронам транс-сплайсируемых генов  (SL) по сравнению с аналогичными района-
ми обычных генов (TR). Покрытие нормализовано на суммарную длину категорий; б – график суммарного покрытия пятью биб
лиотеками потенциальных аутронов генов в геноме. По оси абсцисс указано расстояние от идентифицированного сайта транс-
сплайсинга. Цветовые обозначения соответствуют легенде в секции а.
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интермедиаты транс-сплайсинга, кроме Y-разветвленных 
аутронов (Hannon et al., 1990).

Основным источником шума в методе SLi-BC стала 
неспецифическая сорбция тотальной РНК, а в методе 
SLi-RT  – неспецифическое ревертирование рРНК без 
участия праймера к SL-интрону и минимальная примесь 
геномной ДНК. Детекция последней лишь в данной биб­
лиотеке опять же указывает на то, что в реакции обратной 
транскрипции практически отсутствовала целевая РНК-
матрица, а именно Y-аутроны с ненарушенной развет-
вленной структурой.

Заключение
Таким образом, из рассмотренных методов RNA-seq, поз­
воляющих идентифицировать последовательности аутро-
нов транс-сплайсируемых транскриптов, наиболее пер-
спективным оказался метод, основанный на вычитании 
рРНК ферментативной нормализацией кДНК (Zymo-Seq 
RiboFree). Неэффективность таргетных методов SLi-BC 
и SLi-RT обусловлена недетектируемыми количествами 
Y-разветвленных структур аутронов в пуле РНК.
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