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Транспортная РНК играет ключевую роль в жизнедеятельности клетки, обеспечивая процесс декодирования генетиче-

ской информации в белковом синтезе. Как показывают последние исследования, молекула тРНК может выполнять другие 

функции благодаря процессингу. Расщепление пре-тРНК и зрелой тРНК приводит к образованию различных некодирую-

щих РНК, среди которых так называемые половинки тРНК (tRNA halves), также известные как индуцированные стрессом 

РНК (stress-induced tRNA), tRNA-derived или tiRNA. Описаны также меньшие фрагменты тРНК (tRFs). Характерным приме-

ром «двойного назначения» тРНК является разрезание активируемой при клеточном стрессе нуклеазой ангиогенин тРНК 

в антикодоновой петле с генерацией половинок, из которых 5’-фрагменты опосредуют временное выключение трансля-

ции при стрессе. Ранее нами было впервые показано увеличение содержания tiRNA при остром стрессе эндоплазматиче-

ского ретикулума и способность хронического стресса ЭПР приводить к формированию фенотипа клеточного старения. 

В работе с помощью высокопроизводительного секвенирования впервые анализируется профиль фрагментов тРНК при 

ЭПР-стресс-индуцируемом старении и сопоставляется с профилем при репликативном старении. Обнаружен ряд общих 

фрагментов тРНК для этих двух состояний. Они потенциально могут использоваться в качестве маркеров процессов кле-

точного старения.
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Transfer RNA plays a key role in the cell, providing the process of decoding genetic information. Recent research shows that the 

tRNA molecule can perform other functions due to processing. Cleavage of pre-tRNA and mature tRNA leads to the formation of 

various non-coding RNAs, among which are so-called tRNA halves, also known as stress-induced tRNA, tRNA-derived or tiRNA. 

Smaller tRNA fragments (tRFs) have also been described. A typical example of «dual purpose» tRNA is the cutting of tRNA in the 

anticodon loop by cellular stress-activated nuclease angiogenin, generating halves, of which the 5’ fragments mediate temporary 

translation shutdown under stress. Previously, we demonstrated an increase in tiRNAs during acute endoplasmic reticulum stress 

and the ability of chronic ER stress to lead to the formation of a cellular senescence phenotype. In this work, using high-through-

put sequencing, the profile of tRNA fragments during ER stress-induced cellular senescence is analyzed for the first time and com-

pared with the profile during replicative senescence. A number of common tRNA fragments have been found for these two con-

ditions. They can potentially be used as markers of cellular senescence.
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Введение

Эволюционно консервативная функция тРНК – уча-

стие в синтезе белков путем декодирования триплетов ну-

клеотидов мРНК в аминокислотную последовательность 

[1–3]. тРНК обеспечивает ключевой этап реализации ге-

нетической информации – конвертацию «мира РНК» 

клетки в ее протеом в соответствии с правилами генети-

ческого кода – фундаментальной основы всего живого. 

В связи с таким центральным и древнейшим положени-

ем в клетке, неудивительно, что тРНК также оказывает-

ся вовлечена в целый ряд других важнейших процессов – 

метаболизм аминокислот, клеточную сигнализацию, от-

вет на клеточный стресс, в адаптацию, апоптоз [1, 3, 4]. 
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тРНК – сравнительно небольшие молекулы, их 

типичный размер составляет порядка 76 (73-95) ну-

клеотидов, они характеризуются базовыми консер-

вативными структурами, включающими 3 элемента 

типа стебель-петля: D-петля (содержащая дигидроу-

ридин), антикодоновая петля и T-петля, или TΨC-пет-

ля (содержащая тимидин, псевдоуридин и цитидин), 

а также стебель акцептора аминокислот (рис. 1, А), эти 

петли сворачиваются совместно так, что формирует-

ся L-образная трехмерная конформация (рис. 1, Г), 

одно плечо которой образовано акцепторным сте-

блем и Т-петлей, второе – D- и антикодоновой пет-

лями [5]. Интересно, что расчетные вторичные струк-

туры при минимальной свободной энергии (рис. 1, Б) 

и центроидной вторичной структуры (рис. 1, В) пока-

зывают для молекулы тРНК Asp с антикодоном GUC 

(tdbR00000662) разрушение стебля в районе D-петли 

в условиях in vitro.

Молекулы тРНК характеризуются обширными по-

сттранскрипционными модификациями, которые спо-

собствуют высокой стабильности тРНК в клетке, в том 

числе устойчивости к нуклеазам, влияют на структу-

ру, фолдинг молекулы тРНК, точность опосредуемой 

ей трансляции и ее тонкую настройку [2, 3, 5, 8]. Ге-

ном человека содержит более 500 генов, кодирующих 

более 40 различных тРНК, 22 тРНК кодируется мито-

хондриальным геномом [9–12].

тРНК, кодируемые в ядре, образуют 21 семейство 

изоакцепторных тРНК, каждое из которых включа-

ет тРНК с разными антикодонами, но связывающи-

ми одну и ту же аминокислоту, включая селеноцисте-

ин, в соответствии с вырожденностью генетическо-

го кода [5]. Изодекодерные тРНК, напротив, несут 

один и тот же антикодон, но имеют отличия в осталь-

ной нуклеотидной последовательности – интерес-

но, что наблюдается тенденция к увеличению числа 

генов-изодекодеров вдоль филогенетического древа 

[5, 13], что может быть связано с разнообразным кон-

текстом экспрессии – клеточным окружением, типом 

ткани [5], и это согласуется с увеличением числа ти-

пов клеток у высших многоклеточных. Однако, дан-

ных по тРНК-транскриптомам единичных клеток, ко-

торые помогли бы построить обоснованное представ-

ление о специфичности изодекодеров к клеточному 

контексту и типу, недостаточно.

К настоящему времени идентифицированы неко-

дирующие РНК, происходящие из нуклеотидных по-

следовательностей тРНК и являющиеся, таким об-

разом, их частями. С помощью высокопроизводи-

тельного секвенирования в клетках млекопитающих 

обнаружены различные классы фрагментов тРНК, ко-

личество которых варьируется в зависимости от типа 

клеток и тканей и в большинстве случаев не коррели-

рует с количеством «родительских» тРНК. Некоторые 

фрагменты образуются только при специфических ус-

ловиях, таких, как определенная стадия развития, про-

лиферативный статус, стресс или вирусная инфекция 

[14–17]. Несмотря на то, что описанные классы фраг-

ментов тРНК неоднородны по размеру (10-45 нукле-

отидов), они, по-видимому, не являются продуктами 

случайного расщепления или деградации тРНК, по-

скольку их концы воспроизводимо картируются на 

рис. 1. Структуры молекулы тРНК Asp (А) с антикодоном GUC (tdbR00000662) при минимальной свободной энергии (Б), центроидной вторич-

ной структуры (В) и трехмерной конформации (Г), выборка из базы данных [6], расчет вторичных структур с использованием The Vienna RNA 

Websuite [7].

Fig. 1. Structures of the Asp tRNA molecule (A) with the GUC anticodon (tdbR00000662) with minimum free energy (Б), centroid secondary structure 

(В) and three-dimensional conformation (Г), selection from the database [6], the calculation of secondary structures was performed using The Vienna 

RNA Websuite [7].

БАкцептор

Т-петля D-петля 
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геном и определяются специфическими паттернами 

расщепления РНК.

Процессинг пре-тРНК и зрелой тРНК приводит 

к образованию различных нкРНК. Фрагменты тРНК, 

полученные из зрелой тРНК, делятся на два типа. Пер-

вый тип – половинки тРНК (tRNA halves), также из-

вестные как индуцированные стрессом РНК (stress-in-

duced tRNA), tRNA-derived или tiRNA (рис. 2). Второй 

тип – мелкие фрагменты тРНК (tRFs) – обрезанные 

D-шпильки, а также Т-шпильки с акцепторным стерж-

нем, при этом Dicer-зависимое расщепление тРНК 

в D-петле приводит к образованию 5’-концевых фраг-

ментов 5’-tRFs, а расщепление в Т-петле с помощью 

Dicer или ангиогенина ANG приводит к образованию 

tRFs, содержащих мотив CCA на 3’- концах (3’CCA 

tRFs); 5’-tRFs и 3’CCA tRFs также могут быть образо-

ваны из 5’- и 3’- половинок соответственно [1]. 

Половинки тРНК образуются путем специфиче-

ского расщепления в антикодоновой петле тРНК. Ра-

нее считалось, что доминирующую роль в этом про-

цессе играет ангиогенин ANG, член суперсемейства 

РНКаз А – белок, транслоцирующийся в ядро и сти-

мулирующий транскрипцию рибосомальной РНК 

в благоприятных условиях роста, но накапливающий-

ся в цитоплазме в ответ на клеточный стресс [19], при 

котором ANG расщепляет цитоплазматическую тРНК 

на 5’- и 3’-tiRNAs [20]. Некоторые из этих фрагмен-

тов (5’-концевые) вызывают независимые от фосфо-

рилированного фактора инициации трансляции eIF2α 

блок трансляции [21] и сборку стрессорных гранул [22] 

– адаптивные реакции, необходимые для выживания 

высших эукариот [23]. Интуитивно кажется, что рас-

щепление тРНК само по себе должно вызывать оста-

новку трансляции, однако оказалось, что расщепляет-

ся лишь небольшая часть пула тРНК (менее 5%) [20], 

и фрагменты тРНК выступают в роли конкурентного 

ингибитора сборки кеп-связывающего инициаторно-

го комплекса eIF4F, и именно они, причем преимуще-

ственно 5’-tiRNAs, ответственны за фосфо-eIF2α-не-

зависимый блок трансляции [21].

Ранее нами было показано, что при остром стрес-

се эндоплазматического ретикулума, индуцируемо-

го 2.5мМ дитиотреитолом в Т-лимфобластоидной ли-

нии Jurkat, наиболее сильно увеличивали свою экс-

прессию половинки тРНК из пяти тРНК-изотипов, 

включая глицин Gly-GCC и Gly-CCC, глутамин (Glu-

CTC), аспарагин (Asp-GTC) и валин (Val-CAC), т.е. 

большинство из них являлось 5’-половинками, за ис-

ключением 3’-tiRNA Asp-GTC [18].

Сравнительно недавно было показано, что оверэкс-

прессия ANG приводила к селективному расщеплению 

определенного набора тРНК, включая тРНКGlu, тРНКGly, 

тРНКLys, тРНКVal, тРНКHis, тРНКAsp, and тРНКSeC с генера-

цией половинок и 5’-tRFs, однако, нокаут ANG, по мне-

нию авторов, показал, что большинство стресс-индуци-

руемых половинок тРНК, исключая 5’-половинки тРНК 

рис. 2. Процессинг зрелых форм тРНК с образованием фрагментов-половинок тРНК. Красной огибающей выделены обнаруживаемые фрагмен-

ты: А-5’-половинки, Б-3’-половинки. Взято из [18].

Fig. 2. Processing of mature forms of tRNA with the formation of tRNA-half fragments. The red line highlights the detected fragments: A-5’-halves, B-3’-

halves. Taken from [18].
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HisGTG и 3’-половинки тРНКAspGTC, независимы от ANG 

[24]. Это позволило авторам предположить активность 

других рибонуклеаз в продукции половинок тРНК.

Несмотря на большой интерес к новым типам ре-

гуляторных некодирующих РНК, происходящих из  

тРНК, они мало изучены при клеточном старении. 

В данной работе мы исследовали накопление фраг-

ментов тРНК при хроническом стрессе эндоплазма-

тического ретикулума, который, как мы показали ра-

нее [25], способен индуцировать фенотип клеточного 

старения. Мы сопоставили профиль этих фрагментов 

с фрагментами тРНК, накапливающимися при репли-

кативном старении, и обнаружили ряд совпадений 

и отличий, что может указывать на наличие специфи-

ческих и общих маркеров из тРНК- фрагментома для 

этих двух состояний. 

Методика

Клеточные культуры. В работе использовали пер-

вичную культуру фибробластоподобных клеток FRSN 

из крайней плоти ребенка 3 лет, полученную из Рос-

сийской коллекции культур клеток позвоночных (Ин-

ститут цитологии РАН). Эти клетки имеют фиброб-

ластоподобную морфологию, экспрессируют поверх-

ностные антигены, характерные для мезенхимных 

стволовых клеток (CD44, CD73, CD90, CD105 и HLA-

ABC) и не экспрессируют CD34 и HLA-DR. Клетки 

имеют нормальный кариотип человека (46, XY), коли-

чество полиплоидов составляет 13%, модальное число 

хромосом 46 (98.5 ± 1.2%).

Клетки культивировали в ростовой среде DMEM 

с глюкозой (4.5 г/л) с добавлением 10% FBS, 50 мкг/мл 

гентамицина, 2 ммоль/л глутамина при 37°C и 5% CO
2
. 

Жизнеспособность клеток оценивали методом исклю-

чения витального красителя трипанового синего. 

Индукция хронического стресса ЭПР. Хронический 

стресс ЭПР в клетках FRSN индуцировали дитиотреи-

толом (ДТТ), восстанавливающим дисульфидные свя-

зи в белках. ДТТ использовали в субтоксической кон-

центрации (0.75 мМ), которая была подобрана в пред-

варительных экспериментах. Субтоксической считали 

концентрацию ДТТ, достаточную для остановки кле-

точной пролиферации, но не вызывающую гибель су-

щественной части клеток. В течение 4 сут индуктор 

добавлялся 1 раз в свежую ростовую среду после уда-

ления ростовой среды предыдущего дня. Затем следо-

вала постстрессовая фаза, в которой проводилась пол-

ная замена среды ежесуточно без добавления индук-

тора стресса, минимальная длительность этой фазы 

составляла 1 сут, максимальная – 4 сут. В постстрессо-

вой фазе среду заменяли 1 раз в сутки на полную среду. 

Выделение суммарной РНК. Суммарную РНК выде-

ляли с использованием набора реагентов RNeasy® Mini 

Kit («Qiagen GmbH», Германия). Лизис клеток прово-

дили непосредственно в культуральной посуде (чашках 

Петри, 6-луночных планшетах) после удаления росто-

вой среды. Концентрацию суммарной РНК в образцах 

определяли на спектрофотометре NanoDrop® ND-1000 

(«Thermo Fisher Scientific Inc.»). 

Высокопроизводительный анализ экспрессии малых 

РНК и анализ биологических процессов по терминам 

генной онтологии. Библиотеки малых РНК получены 

с использованием Illumina TruSeq small RNA library 

preparation kit («Illumina», США). Процедура подго-

товки состояла из нескольких последовательных эта-

пов: лигирования фракции малых РНК (0.3–0.5 мкг) 

на 3’- и 5’-концах с синтетическими РНК- адапторами, 

обратной транскрипции и амплификации (обогаще-

ния) с использованием праймеров для секвенирова-

ния Illumina с баркодами для мультиплексирования 

образцов. Перед проведением ПЦР все библиотеки 

подвергали процедуре нормирования с использова-

нием дополнительной количественной ПЦР в форма-

те SYBR Green с праймерами, идентичными Illumina 

TruSeq PCR primer, но без концевых модификаций. 

Амплифицированные библиотеки очищали при помо-

щи электрофореза в 10%-ном полиакриламидном геле. 

Для валидации библиотек и количественной их оцен-

ки проводили дополнительную количественную ПЦР 

в соответствии с протоколом Illumina qPCR Library 

quantification protocol («Illumina»). Нормированные 

библиотеки малых РНК секвенировали (36 циклов) 

с использованием генетического анализатора MiSeq 

Illumina. 

Для обработки файлов, полученных в резуль-

тате секвенирования и прошедших препроцес-

синг с «обрезанием» индексных последователь-

ностей, использовали локально установлен-

ное программное обеспечение MiSeq Reporter 

v . 2 . 6 . 3 .  П р о ч и т а н н ы е  п о с л е д о в а т е л ь н о -

сти малых РНК с обрезанными 3’-адапторами 

(5’-TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG) подвергали 

фильтрации по качеству ридов (>= 30 Phred Score): 

фильтрацию прошли 96.9%. Затем прочитанные по-

следовательности картировали с использованием 

приложения Bowtie с установленным требованием 

полного совпадения с версией hg19 сборки генома 

человека. 

Для анализа генного листа, сформированного по ре-

зультатам выравнивания фрагмента тРНК tDR-1:31-

Gly-CCC-1-M4, использовали веб-базу данных https://

www.pantherdb.org и термины генной онтологии.
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Таблица 1/Table 1 

Перечень 88 наиболее представленных фрагментов трнк, обнаруженных в клетках FRSN при пролонгированном 0.75 мМ  

дтт-индуцированном стрессе

list of the 88 most abundant tRNA fragments found in FRSN cells under prolonged stress induced by 0.75 mM DTT

Наименование фрагмента
Последовательность

фрагмента, 5’-3’

Представленность

фрагмента, суммарное число 

прочтений*

tDR-1:33-Val-AAC-1-M6 GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCT 1162921

tDR-1:33-Gly-CCC-1-M4 GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCT 502922

tDR-1:33-Gly-GCC-1 GCATGGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCT 175647

tDR-1:33-Val-CAC-2 GCTTCTGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCT 160754

tDR-1:32-Val-AAC-1-M6 GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCC 115919

tDR-1:32-Gly-CCC-1-M4 GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCC 99915

tDR-1:33-Val-AAC-2 GTTTCCGTAGTGTAGTGGTCATCACGTTCGCCT 62887

tDR-1:33-Val-AAC-1-M6-U33A GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCA 52228

tDR-1:31-Gly-CCC-1-M4 GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGC 35233

tDR-1:33-Val-AAC-1-M6-G26U GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACTTTCGCCT 27997

tDR-1:33-Glu-CTC-1-M2 TCCCTGGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCGCT 23061

tDR-1:33-Val-AAC-1-M6-U33G GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCG 18239

tDR-1:32-Gly-GCC-1 GCATGGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCC 14214

tDR-1:33-Val-AAC-1-M8-G26A GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACATTCGCCT 13268

tDR-1:34-Val-AAC-1-M6-A34G GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCTG 10624

tDR-1:34-Lys-CTT-2 GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGAGACTC 10162

tDR-1:33-Lys-CTT-1-M2 GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGGGACT 9663

tDR-1:34-Gly-GCC-2-M3 GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCTG 9161

tDR-1:33-Val-AAC-1-M6-G26C GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACCTTCGCCT 8504

tDR-1:31-His-GTG-1 GCCGTGATCGTATAGTGGTTAGTACTCTGCG 8297

tDR-1:34-Glu-CTC-1-M2 TCCCTGGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCGCTC 7818

tDR-1:30-His-GTG-1 GCCGTGATCGTATAGTGGTTAGTACTCTGC 7420

tDR-1:32-Glu-CTC-1-M2 TCCCTGGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCGC 7383

tDR-1:33-Lys-CTT-2 GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGAGACT 7089

tDR-1:34-Gly-GCC-1 GCATGGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCTG 6905

tDR-1:33-Gly-GCC-1-U32A GCATGGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCA 6886

tDR-1:34-Val-CAC-1-M3 GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCTC 6635

tDR-2:30-His-GTG-1 CCGTGATCGTATAGTGGTTAGTACTCTGC 6495

tDR-1:34-Lys-CTT-1-M2 GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGGGACTC 5568

tDR-1:33-Val-CAC-2-G26U GCTTCTGTAGTGTAGTGGTTATCACTTTCGCCT 5323

tDR-1:35-Glu-CTC-1-M2 TCCCTGGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCGCTCT 5212

tDR-1:33-Val-CAC-3 GTTTCCGTAGTGTAGCGGTTATCACATTCGCCT 5104

tDR-1:32-Val-CAC-2 GCTTCTGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCC 4991

tDR-1:32-Lys-TTT-3-M2 GCCCGGATAGCTCAGTCGGTAGAGCATCAGAC 4912

tDR-16:42-Glu-CTC-1-M2 TGGTTAGGATTCGGCGCTCTCACCGCC 4830

tDR-1:33-Lys-TTT-3-M2 GCCCGGATAGCTCAGTCGGTAGAGCATCAGACT 4665

tDR-3:33-Val-AAC-1-M6 TTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCT 4486

tDR-1:31-Glu-CTC-1-M2 TCCCTGGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCG 4480

tDR-1:31-Gly-GCC-1 GCATGGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGC 4390

tDR-1:33-Gly-GCC-1-U16C GCATGGGTGGTTCAGCGGTAGAATTCTCGCCT 3799

tDR-3:33-Gly-GCC-1 ATGGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCT 3710

tDR-1:35-Lys-CTT-1-M2 GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGGGACTCT 3633

tDR-3:33-Gly-CCC-1-M4 ATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCT 3478

tDR-1:36-Glu-CTC-1-M2 TCCCTGGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCGCTCTC 3393

tDR-1:35-Gly-GCC-2-M3 GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCTGC 3321

Продолжение таблицы см. на стр. 10.
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Наименование фрагмента
Последовательность

фрагмента, 5’-3’

Представленность

фрагмента, суммарное число 

прочтений*

tDR-1:33-His-GTG-1 GCCGTGATCGTATAGTGGTTAGTACTCTGCGTT 3084

tDR-14:50-Glu-CTC-1-M2 AGTGGTTAGGATTCGGCGCTCTCACCGCCGCGGCCC 2972

tDR-1:33-Val-AAC-2-U33A GTTTCCGTAGTGTAGTGGTCATCACGTTCGCCA 2864

tDR-1:33-Glu-TTC-3-M4 TCCCTGGTGGTCTAGTGGCTAGGATTCGGCGCT 2728

tDR-1:33-Glu-TTC-2 TCCCACATGGTCTAGCGGTTAGGATTCCTGGTT 2721

tDR-1:32-Val-AAC-2 GTTTCCGTAGTGTAGTGGTCATCACGTTCGCC 2687

tDR-1:32-Val-AAC-1-M6-G26U GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACTTTCGCC 2647

tDR-1:33-Val-AAC-1-M6-G7A GTTTCCATAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCT 2298

tDR-1:31-Val-AAC-1-M6 GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGC 2274

tDR-1:32-Lys-CTT-2-M2 GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGAGAC 2214

tDR-1:32-Lys-CTT-1-M2 GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGGGAC 2172

tDR-1:34-Val-AAC-2-A34G GTTTCCGTAGTGTAGTGGTCATCACGTTCGCCTG 2051

tDR-34:54-Gln-CTG-1-M5 CTGAATCCAGCGATCCGAGT 1981

tDR-1:36-Gly-GCC-2-M3 GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCTGCC 1897

tDR-1:33-Val-CAC-2-G26A GCTTCTGTAGTGTAGTGGTTATCACATTCGCCT 1843

tDR-1:33-Val-AAC-2-G26U GTTTCCGTAGTGTAGTGGTCATCACTTTCGCCT 1717

tDR-1:33-Val-AAC-1-M6-U33C GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCC 1682

tDR-4:33-Lys-CTT-1-M2 CGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGGGACT 1668

tDR-2:31-His-GTG-1 CCGTGATCGTATAGTGGTTAGTACTCTGCG 1643

tDR-1:35-Lys-CTT-2 GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGAGACTCT 1640

tDR-1:34-His-GTG-1 GCCGTGATCGTATAGTGGTTAGTACTCTGCGTTG 1584

tDR-13:49-Glu-CTC-1-M2 TAGTGGTTAGGATTCGGCGCTCTCACCGCCGCGGCC 1491

tDR-1:33-Gly-GCC-1-U32G GCATGGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCG 1485

tDR-1:30-Glu-CTC-1-M2 TCCCTGGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGC 1480

tDR-1:34-Val-AAC-1-M6-A34U GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCTT 1453

tDR-1:33-Val-AAC-1-M6-G7C GTTTCCCTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCT 1446

tDR-1:35-Val-AAC-1-M6-A34U-A35G GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCTTG 1386

tDR-2:33-Val-AAC-1-M6 TTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCT 1322

tDR-1:37-Gly-GCC-2-M3 GCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCTGCCA 1289

tDR-1:32-iMet-CAT-1-M2 AGCAGAGTGGCGCAGCGGAAGCGTGCTGGGC 1233

tDR-1:33-Glu-CTC-1-M2-U5C-G6U TCCCCTGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCGCT 1193

tDR-36:72-Asp-GTC-2-M2 CACGCGGGAGACCGGGGTTCGATTCCCCGACGGGGA 1180

tDR-1:33-Val-CAC-2-G26C GCTTCTGTAGTGTAGTGGTTATCACCTTCGCCT 1177

tDR-3:36-Gly-GCC-1 ATGGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGCCTGCC 1172

tDR-1:33-Val-AAC-1-M6-G26U-U33A GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACTTTCGCCA 1156

tDR-1:36-Glu-TTC-2 TCCCACATGGTCTAGCGGTTAGGATTCCTGGTTTTC 1100

tDR-1:36-Val-AAC-1-M6-A34G GTTTCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCTGAC 1056

tDR-1:33-Val-AAC-1-M6-U4G GTTGCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCT 1037

tDR-4:33-Val-AAC-1-M6 TCCGTAGTGTAGTGGTTATCACGTTCGCCT 1032

tDR-13:42-Lys-CTT-1-M2 CAGTCGGTAGAGCATGGGACTCTTAATCCC 1031

Примечание. * Представлено общее число прочтений в пулированной библиотеке из 24 образцов.

Note. * Represents the total number of reads in a pooled library of 24 samples.
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результаты и обсуждение

Для выполнения данного исследования нами ис-

пользовалась 4-х дневная модель хронического стресса 

ЭПР с 4-х дневной постстрессорной фазой, в ходе ко-

торого клетки FRSN приобретали фенотип стресс-ин-

дуцированного старения, как нами было показано ра-

нее [25]. Для сравнительного анализа представленности 

фрагментов тРНК при стрессиндуцированном старе-

нии мы использовали культуру клеток FRSN, прошед-

шую более 45 удвоений и демонстрировавшую как мор-

фологические, так и экспрессионные маркеры клеточ-

ного старения [25].

Для анализа исходно выровненных на гены  

тРНК прочтений использовали базу данных «The 

Mitochondrial and Nuclear tRNA database (MINTbase)», 

создатели которой предложили унифицированную си-

стему именования тРНК фрагментов [26]. Элементом 

предложенного наименования является точный диапа-

зон позиций нуклеотидов (Sprinzl tRNA position) фраг-

мента в молекуле тРНК согласно [27].

Согласно полученным данным, в библиотеках ма-

лых РНК образцов клеток FRSN, подвергнутых хро-

ническому стрессу ЭПР, острому стрессу ЭПР и ста-

рению, а также контрольных образцах обнаруживался 

ряд фрагментов тРНК, большая часть из которых при-

надлежало к множеству 5’-половинок тРНК (табл. 1). 

Известно, что секвенирование фрагментов тРНК чув-

ствительно как к концевым, так и к внутренним мо-

дификациям молекул РНК, и ряд авторов предпочи-

тает проводить сравнение относительных уровней од-

ного и того же фрагмента тРНК в разных условиях, 

а не уровней разных фрагментов тРНК в одном состо-

янии [24]. Наблюдаемая в наших данных сравнитель-

но низкая представленность 3’-половинок тРНК мо-

жет быть связана с тем, что молекула тРНК сильнее 

модифицирована в своей 3’-части.

Сопоставление совокупностей фрагментов тРНК 

(фрагментомов) репликативно старых и хронически 

стрессированных клеток показало наличие фрагмен-

тов, похожим образом дифференциально регулируе-

мых по сравнению с контрольными, экспоненциаль-

но растущими клетками (рис. 3).

Общими для этих двух клеточных состояний яв-

ляются фрагменты тРНК Gly. Среди них – сильно 

повысивший свою экспрессию фрагмент tDR-1:31-

Gly-CCC-1-M4. Поиск похожих на этот фрагмент по-

следовательностей показал наличие различных гомо-

рис. 3. Сопоставление фрагментов тРНК в клетках FRSN, подвергнутых хроническому стрессу ЭПР, и репликативно старых FRSN на диаграмме 

рассеивания, по оси абсцисс и ординат – кратность изменения экспрессии, диаметр точек – логарифм представленности по основанию 2.

Fig. 3. Comparison of tRNA fragments in FRSN cells subjected to chronic ER stress and replicatively old FRSN on the scatter diagram, the x and y axis is 

the fold change in expression, the diameter of the points is the logarithm of enrichment in base 2.
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рис. 4. А – поиск похожих последовательностей для фрагмента тРНК tDR-1:31-Gly-CCC-1-M4 с помощью BLASTN в базе данных refsec RNA, пока-

зано графическое выравнивание, Б – обогащенные термины генной онтологии из категории «биологический процесс» для перечня генов с по-

хожими последовательностями на tDR-1:31-Gly-CCC-1-M4. 

Fig. 4. A – search for similar sequences for the tRNA fragment tDR-1:31-Gly-CCC-1-M4 using BLASTN in the refsec RNA database, graphical alignment is 

shown, Б – enriched gene ontology terms from the «biological process» category for list of genes with similar sequences to tDR-1:31-Gly-CCC-1-M4.

Биологический процесс 

(согласно генной онтологии)

Число  

генов в 

процессе

Число  

генов  

в наборе 

данных

Число  

генов, 

фон

Обогаще-

ние
P-val (raw)

negative regulation of asymmetric cell division 1 1 0.01 > 100 0.0146

regulation of asymmetric cell division 5 1 0.04 27.09 0.0432

regulation of cell division 189 2 1.4 1.43 0.653

regulation of cellular process 11187 97 82.59 1.17 0.0219

negative regulation of cell division 17 1 0.13 7.97 0.124

CAT tailing 1 1 0.01 > 100 0.0146

cytoplasmic translational elongation 2 1 0.01 67.73 0.0218

translational elongation 44 1 0.32 3.08 0.282

cellular macromolecule biosynthetic process 773 6 5.71 1.05 0.829

cellular biosynthetic process 2464 21 18.19 1.15 0.453

cellular metabolic process 6606 58 48.77 1.19 0.117

cellular macromolecule metabolic process 2518 21 18.59 1.13 0.535

macromolecule metabolic process 5941 50 43.86 1.14 0.281

organic substance metabolic process 7697 62 56.82 1.09 0.401

macromolecule biosynthetic process 1487 13 10.98 1.18 0.527

organic substance biosynthetic process 2534 21 18.71 1.12 0.537

translation 379 2 2.8 0.71 1

peptide biosynthetic process 408 2 3.01 0.66 0.773

peptide metabolic process 537 4 3.96 1.01 0.801

organonitrogen compound metabolic process 5013 43 37.01 1.16 0.256

nitrogen compound metabolic process 6710 56 49.54 1.13 0.26

cellular amide metabolic process 802 6 5.92 1.01 0.835

cellular nitrogen compound metabolic process 3573 29 26.38 1.1 0.591

amide biosynthetic process 527 3 3.89 0.77 1

cellular nitrogen compound biosynthetic process 1588 11 11.72 0.94 1

organonitrogen compound biosynthetic process 1333 10 9.84 1.02 0.869

gene expression 2314 20 17.08 1.17 0.439

protein metabolic process 3920 36 28.94 1.24 0.147

primary metabolic process 7228 61 53.36 1.14 0.201

cytoplasmic translation 124 1 0.92 1.09 0.602

ribosome-associated ubiquitin-dependent protein 

catabolic process

6 1 0.04 22.58 0.0502

proteasome-mediated ubiquitin-dependent protein 

catabolic process

347 4 2.56 1.56 0.331

ubiquitin-dependent protein catabolic process 575 6 4.24 1.41 0.325

modification-dependent protein catabolic process 586 6 4.33 1.39 0.455

modification-dependent macromolecule catabolic 

process

598 6 4.41 1.36 0.46

cellular macromolecule catabolic process 785 6 5.8 1.04 0.831

а б
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логичных участков как плюс, так и минус цепи ДНК 

для транскриптов базы refsec RNA (рис. 4, А). Это мо-

жет свидетельствовать о возможности комплементар-

ных взаимодействий со смысловыми или антисмыс-

ловыми транскриптами. В частности, в ряде работ по-

казана ассоциация фрагментов тРНК с комплексом 

RISC, т.е. возможность опосредования ими РНК-ин-

терференции, например, tRF-фрагментами [24, 28]. 

Анализ терминов генной онтологии для перечня уста-

новленных гомологичных транскриптов показал ряд 

обогащенных процессов, таких, как negative regulation 

of asymmetric cell division, cytoplasmic translational 

elongation (рис. 4, Б). Эти процессы могут быть рас-

смотрены при поиске возможной функциональной 

роли данного фрагмента. 

Нами было проведено сопоставление хронически 

стрессированных клеток с клетками в постстрессор-

ной фазе. Была обнаружена близость их тРНК-фраг-

ментомов за исключением фрагментов изотипов Val, 

Lys (рис. 5).

Таким образом, в данной работе нами были впер-

вые охарактеризованы тРНК фрагментомы при стрес-

синдуцированном и репликативном старении, которые 

показали наличие общих дифференциально регулиру-

емых фрагментов тРНК. Это делает их возможными 

кандидатами на универсальные маркеры клеточного 

старения для данного типа клеток, что может в пер-

спективе использоваться как подход для оценки ди-

намики процессов клеточного старения. 
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