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РЕФЕРАТ R-петли − молекулярные структуры, состоящие из ДНК:РНК-гибрида и неспаренной одноце-
почечной ДНК, − участвуют как в нормальной жизнедеятельности клеток, так и в патогенезе много-
численных заболеваний. Разработано несколько подходов к картированию R-петель в геноме, однако 
результаты, полученные разными методами, часто противоречат друг другу. В недавнем исследовании 
Чедина и соавт. сравнили геномное распределение R-петель в нормальных и опухолевых клеточных 
линиях, определенное с использованием различных методологий. Важно заметить, что авторы этого 
исследования исходили из неартикулированного постулата о высокой степени сходства между геном-
ным распределением R-петель в разных типах клеток. В настоящей работе сравнили наборы данных 
ДНК:РНК-иммунопреципитации (DNA:RNA IP, DRIP), полученные с использованием одного и того же 
протокола на разных клеточных линиях, и показали, что только 26% пиков R-петель являются общими 
для клеток HAP1, происходящих из хронического миелоидного лейкоза, и плюрипотентных стволовых 
клеток человека. В то же время в линиях клеток с нокаутом двух генов, полученных от родительской 
линии HAP1, намного более значительные доли пиков R-петель идентичны как друг другу (подавля-
ющее большинство), так и пикам R-петель их родительской линии (71 и 57.7%). Сделан вывод, что тип 
клеток является одним из основных факторов, определяющих геномное распределение R-петель, и, сле-
довательно, только систематическое сравнение большого массива наборов данных, полученных из раз-
ных типов клеток/тканей, может устранить несоответствия между различными методами картирования 
этих структур.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА R-петли, ДНК:РНК-гибриды, ДНК-РНК-иммунопреципитация (DRIP), клеточная 
дифференцировка, hPSC, клетки HAP1.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ DRIP − ДНК-РНК-иммунопреципитация; HNRNPA2B1 − гетерогенный ядерный 
рибонуклеопротеин A2/B1; hPSC – плюрипотентные стволовые клетки человека.
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ВВЕДЕНИЕ
R-молекулярные  с т рук туры ,  с о с т о ящие 
из ДНК:РНК-гибрида и неспаренной одноцепочеч-
ной ДНК, широко распространены в геноме и могут 
участвовать в регуляции широкого спектра биологи-
ческих процессов, таких как терминация транскрип-
ции, репарация ДНК, гомеостаз теломер и рекомби-
нация с переключением класса иммуноглобулинов 
[1]. В то же время нерегулярные или патологиче-
ские R-петли могут нарушать транскрипцию и ре-
пликацию, приводя к накоплению двухцепочечных 
разрывов ДНК и представляя собой основной источ-

ник генетического стресса и нестабильности в клет-
ках млекопитающих [1]. Учитывая связь неста-
бильности генома с онкотрансформацией, интерес 
к регуляции распределения R-петель в различных 
системах привел к разработке эксперименталь-
ных методов картирования R-петель в геноме [2]. 
Некоторые из этих методов основаны на использо-
вании антител, которые специфически распознают 
РНК:ДНК-гибриды (антитела S9.6) [3]. Эти мето-
дики включают иммунопреципитацию ДНК:РНК 
(DRIP) вместе с ее многочисленными вариантами 
(DRIPc-seq; ssDRIP-seq и т.д.) и метод, основан-
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ный на расщеплении ДНК под целевыми участка-
ми с последующей тагментацией (R-Loop Cleavage 
Under Targets & Tagmentation) [4, 5]. Другие мето-
ды основаны либо на картировании одноцепочечной 
ДНК в составе R-петель с помощью бисульфита [6], 
либо на использовании РНКазы H1, фермента, от-
ветственного за распознавание и последующее рас-
щепление РНК:ДНК-гибридов [7]. Важно отметить, 
что наборы R-петель, полученные с использованием 
разных (а иногда и аналогичных) методов на разных 
клеточных линиях, часто могут иметь существен-
ные различия [8]. 

Для  устранения этих противоречий Чедин 
(Chedin) и соавт. сравнили наборы данных геном-
ного распределения R-петель, полученных разны-
ми методами на разных клеточных линиях, чтобы 
оценить степень их сходства [8]. Стоит отметить, 
что в этой работе не полностью учитываются типы 
клеток, на которых получены рассматриваемые на-
боры данных. Неявное предположение заключалось 
в том, что существует принципиальное сходство 
в распределении R-петель в генах домашнего хо-
зяйства в различных типах клеток. Тем не менее, 
неясно, насколько обосновано это предположение. 
Чедин и соавт. не оценивают и не обсуждают потен-
циальную степень различий между геномным рас-
пределением R-петель в разных клеточных систе-
мах, таких как плюрипотентные стволовые клетки 
человека (hPSC) и линии опухолевых клеток (U2OS 
или HeLa), и используют сравнение профилей по-
крытия сигнала соответствующих экспериментов 
DRIP из различных типов клеток для выявле-
ния наборов данных, которые они считают «диссо-
нансными» (discordant) [8]. Мы полагаем, что такой 
подход, неявно предполагающий существование 
сходства в геномном распределении R-петель в кле-
точных линиях различного происхождения, может 
привести к потенциальному искажению интерпре-
тации экспериментальных данных.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии и клеточная 
культура, DRIP и подготовка библиотек 
для высокопроизводительного секвенирования
Клетки HNRNPA2B1 KO, YTHDF2 KO и их изо-
генные родительские клетки HAP1 дикого 
типа (Horizon Discovery, № HZGHC007378c010, 
№ HZGHC006678c001 и № C631) культивировали 
на среде DMEM/F12 (Gibco Life Technologies, США 
№ 11320033). ДНК-РНК-иммунопреципитацию 
(DRIP) проводили согласно ранее опубликованной 
методике, включая контроль специфичности сигна-
ла DRIP с помощью обработки образцов РНКазой H 

[9]. Геномные библиотеки были подготовлены с по-
мощью набора NEBNext Ultra II DNA Library Prep 
Kit для Illumina (NEB, США № E7645) согласно ин-
струкции производителя. 

Биоинформатический анализ данных DRIP-
секвенирования
Параллельно анализировали наборы данных 
HAP1 (WT, HNRNPA2B1 KO и YTHDF2 KO) 
(PRJNA1250978) и ранее опубликованный набор 
данных hPSC человека (PRJNA474076). Пики опре-
деляли с помощью MACS2 peak caller. Обнаружение 
широких пиков выполняли с параметрами: −format 
BAM -g hs −keep-dup all. Консенсусные пики иден-
тифицировали с помощью инструмента bedtools 
intersect со стандартными параметрами для мини-
мального пересечения пиков на входе (-f 1E-9 -F 
1E-9). Детальное описание биоинформатическо-
го анализа доступно на сайте (https://github.com/
katerinaoleynikova/human_samples_paper_25).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Чтобы оценить уровень сходства между геномным 
распределением R-петель в клетках разного про-
исхождения, сравнили наборы данных DRIP, полу-
ченные с использованием ранее опубликованного 
нами протокола [9] на трех различных клеточных 
моделях: hPSC, клетках HAP1 «дикого типа» (HAP1 
WT), полученных из линии клеток хронического 
миелоидного лейкоза KBM-7 [10], и двух изоген-
ных линиях клеток HAP1 с нокаутом генов YTHDF2 
или HNRNPA2B1 с помощью генетического редак-
тирования (клеточные линии HAP1 YTHDF2 KO 
и HAP1 2B1 KO соответственно). Для определе-
ния геномных областей, обогащенных R-петлями 
в этих клеточных линиях, нами выполнено DRIP-
секвенирование, прочтения картированы на геном 
человека, выявлены пики R-петель, после чего были 
идентифицированы пики, достоверные для каждо-
го образца, путем сравнения двух соответствующих 
реплик. Показано, что, хотя в hPSC и HAP1 дикого 
типа выявлено сходное количество достоверных пи-
ков (4482 и 4458 соответственно), только 1187 пиков 
(около 26%) были общими в этих двух линиях кле-
ток (рис. 1A). Интересно, что, в то время как нока-
ут генов YTHDF2 и HNRNPA2B1 привел к значи-
тельному снижению общего количества пиков (1496 
и 950 соответственно) по сравнению с клетками 
HAP1 дикого типа, наборы данных HAP1 YTHDF2 
KO и HAP1 2B1 KO были сходными; при этом по-
давляющее большинство пиков HAP1 2B1 KO (873 
из 950) перекрывалось с пиками, выявленными 
в клетках HAP1 YTHDF2 KO (рис. 1Б). Более того, 
71% (681) пиков, идентифицированных в клетках 
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Рис. 1. Тип клеток 
является основным 
фактором, опреде-
ляющим распределе-
ние R-петель в ге-
номе. Диаграммы 
Венна, демонстри-
рующие перекрыва-
ние наборов данных 
пиков R-петель, 
полученных с по-
мощью DRIP в hPSC 
и клетках HAP1 WT 
(A), а также в клет-
ках HAP1 WT и HAP1 
с генетическим нока-
утом генов YTHDF2 
и HNRNPA2B1 (Б). 
На диаграммах 
указано количе-
ство пиков R-петель 
в каждой категории. 
В – распределе-
ние пиков R-петель 
(показаны синими 
вертикальными чер-
точками) в наборах 
данных DRIP, полу-
ченных на указанных 
клеточных линиях 
в области вокруг гена 
домашнего хозяйства 
RPL13A и обозначен-
ной Чединым и соавт. 
как «золотой стан-
дарт» для сравнения 
наборов данных. 
Г – профили R-петель 
(синие прямоугольни-
ки) в наших наборах 
данных и в контроль-
ных образцах в двух 
репрезентативных 
геномных локусах 
(иллюстрации полу-
чены с помощью 
геномного браузера) 

А Б

В

Г

hPSCs 

3295 
(73.5%)

3271 
(73.4%)

1187 
(~26%)

HAP1 WT

HAP1 WT

3564 
(79.9%)

HAP1 
2B1 KO

HAP1 
YTHDF2 KO

71.7% (651+30) HAP1 
2B1 KO-пиков 57.7% (651 + 213) of HAP1 

YTHDF2 KO-пиков

хр19: 49 285 516 – 49 694 399

Refseq Genes

HAP1 WT R1 peaks

HAP1 WT R2 peaks

HAP1 KO HNRNPA2B1 R1 peaks

HAP1 KO HNRNPA2B1 R2 peaks

HAP1 KO YTHDF2 R1 peaks

HAP1 KO YTHDF2 R2 peaks

hPSCs R1 peaks

hPSCs R2 peaks

хр1: 177 229 – 190 795 хр1: 1 452 – 15 018
Refseq Genes

HAP1 WT R1

HAP1 WT R1 peaks

HAP1 WT R2

HAP1 WT R2 peaks

HAP1 WT Control

HAP1 KO HNRNPA2B1 R1

HAP1 KO HNRNPA2B1 R1 peaks

HAP1 KO HNRNPA2B1 R2

HAP1 KO HNRNPA2B1 R2 peaks

HAP1 KO HNRNPA2B1 Control

HAP1 KO YTHDF2 R1

HAP1 KO YTHDF2 R2 peaks

HAP1 KO YTHDF2 R2

HAP1 KO YTHDF2 R1 peaks

HAP1 KO YTHDF2 Control

hPSCs R1

hPSCs R1 peaks

hPSCs R2

hPSCs R2 peaks

hPSCs Control

HAP1 2B1 KO, и 57.7% (864) пиков в HAP1 YTHDF2 
KO были идентичны пикам R-петель, обнаружен-
ных в их родительской клеточной линии HAP1 WT 
(рис. 1Б). Интересно, что геномная область, располо-
женная вокруг гена домашнего хозяйства RPL13A, 
использованная Чедином и соавт. для сравнения на-
боров данных и названная «регионом золотого стан-

дарта», содержала только пики HAP1 дикого типа, 
но не пики R-петель, полученные на hPSC или двух 
других клеточных линиях с нокаутом, протестиро-
ванных в нашем исследовании (рис. 1В). Нами иден-
тифицированы другие локусы, где пики R-петель 
присутствовали во всех четырех протестированных 
клеточных линиях (рис. 1Г, левая панель). Однако, 
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по нашему мнению, обозначение каких-либо геном-
ных регионов как областей «золотого стандарта» 
требует создания наборов данных на дополнитель-
ных клеточных линиях различного происхождения, 
поскольку геномное распределение R-петель, по-
видимому, в высокой степени специфично для типа 
клеток. Таким образом, нами показано, что наборы 
R-петель, полученные в клеточных линиях разного 
происхождения с использованием одной и той же 
методологии, существенно различаются, при этом 
лишь около четверти пиков R-петель совпадают 
в hPSC и линией HAP1, происходящей из клеток 
хронического миелоидного лейкоза. В то же вре-
мя распределение R-петель в клетках HAP1 с но-
каутом генов YTHDF2 и HNRNPA2B1, и в клетках 
HAP1 дикого типа, очевидно, более сходно между 
собой, чем с их распределением в hPSC. Учитывая, 
что в число недавно выявленных факторов, уча-
ствующих в регуляции R-петель, входят структу-
ра хроматина [10], позиционирование нуклеосом 
[11] и модификации РНК [9], которые значительно 
различаются в разных типах клеток, эти резуль-
таты не кажутся нам особенно неожиданными [12]. 
Необходимо отметить, что интерпретация наших ре-
зультатов и сделанные из них выводы ограничены 

выбранными моделями. Поэтому для более убеди-
тельного обобщения необходимо проанализировать 
наборы других дифференцированных и опухолевых 
линий с различным гистогенезом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подводя итог, мы приходим к выводу о клеточной 
специфичности геномного распределения R-петель. 
Следовательно, только систематическое и стандар-
тизированное сравнение большого массива наборов 
данных о распределении R-петель в геноме различ-
ных типов клеток может устранить несоответствия 
между экспериментальными результатами, полу-
ченными с помощью различных методов картиро-
вания R-петель. 
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