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Аннотация 

 Молекулы РНК играют важную роль в различных молекулярных процессах внутри клеток. 
Вторичная структура молекулы РНК, а именно образование дополнительных водородных связей 
между малыми молекулами, составляющими молекулу РНК, часто отвечает за выполнение 
ключевых функций в жизненном цикле клеток и вирусов. Для изучения роли вторичной структуры 
РНК важно использовать вычислительные инструменты для анализа различных элементов 
вторичной структуры, включая шпильки, внутренние петли, выпячивания, многоразветвленные 
петли, стебли и внешние петли. В данном проекте я разработал программный пакет на языке 
Python для анализа элементов вторичной структуры РНК, который позволяет распознавать 
основные паттерны вторичной структуры, генерировать описательную статистику для этих 
структурных элементов и получать их основные характеристики. Разработанный пакет был 
применен для анализа полных вирусных геномов. Программный пакет, названный RNAsselem, 
размещен для установки и использования на серверах Github и PyPi.   

 

 

Актуальность проекта 

Основными компонентами клетки являются молекулы ДНК, РНК и белков. Молекула РНК, 
как и ДНК, является полимером - молекулой, состоящей из однотипных малых молекул, 
называемых нуклеотидами [1]. Существуют 4 вида нуклеотидов: аденин, тимин, цитозин и гуанин, 
которые обозначаются соответственно буквами A, T, C, G.  Комплементарными нуклеотидами 
являются пары аденина с тимином (А – Т) и пары цитозина с гуанином (C – G). Комплементарные 
нуклеотиды образуют водородные связи [2]. В отличии от двухцепочечной молекулы ДНК, 
молекула РНК может образовывать различные трехмерные структуры, за счет спаривания 
нуклеотидов, находящихся в произвольных позициях. Информацию о спаренности нуклеотидов 
для молекулы РНК называют ее вторичной структурой [3]. Многие типы молекул РНК, такие как 
рибосомальная РНК и транспортная РНК, имеют определённую вторичную структуру, важную для 
выполнения их функций [4]. Также вторичная структура РНК имеет большое значение у РНК-
вирусов, геномы которых являются длинной молекулой РНК, состоящей из тысяч нуклеотидов [5]. 
Изучению вторичной структуры РНК посвящается множество исследований, а информацию о 
вторичной структуре, то есть информацию о спаренности нуклеотидов, принято хранить в файлах 
специального формата [6]. Вторичная структура может быть логически разбита на некоторые 
однотипные структурные элементы, такие как стебли, внутренние и внешние петли, шпильки, 
многоразветвлённые петли, выпячивания (Рис 1) [7]. Последние исследования показывают 
важность изучения элементов вторичных структур РНК, так как именно отдельные элементы 
вторичной структуры могут играть значительную функциональную роль. Известными примерами 
являются RRE элемент (Rev response element), ответственный за селективный экспорт молекул РНК 
из ядра клетки [8] и FSE элемент (frameshifting stimulation element) вируса SARS-CoV2, 
выполняющего программный сдвиг рибосомы [9]. Так как роль вторичной структуры РНК у РНК-



вирусов была открыта относительно недавно, на данный момент практически не существует 
специализированных программных пакетов для анализа элементов вторичной структуры РНК. 
Поэтому разработка программного пакета, который бы мог выполнять распознавание элементов 
вторичной структуры на основе входных файлов с информацией о спаренности нуклеотидов, а 
также выполнять их анализ и подсчитывать описательную статистику, является актуальной 
задачей. 
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Цели проекта 

Задачей проекта была разработка программного пакета, который выполнял бы следующие 
задачи:  

• Конвертацию вторичной структуры из форматов dot-bracket или CT в формат WUSS, где 
каждый нуклеотид классифицируется как часть стебля или одного из пяти типов петлевых 
областей: шпилька (hairpin loop), внутренняя петля (internal loop), выпячивание (bulge 
loop), многоразветвлённая петля (multifurcation loop) или внешняя петля (external loop); 

• Сбор классифицированных нуклеотидов в отдельные элементы вторичной структуры; 



• Получение информации об элементе вторичной структуры для конкретной позиции в 
последовательности молекулы РНК; 

• Генерацию списка структурных элементов определённого типа с указанием их позиций и 
размеров, включая шпильки, внутренние петли, выпуклости и разветвления; 

• Вычисление статистики покрытия генома различными типами структурных элементов; 
• Вычисление статистики для структурных элементов определённого типа, включая частоту 

их встречаемости в геноме, а также расчёт среднего, медианы, стандартного отклонения 
размеров элементов и их общей длины в геноме. 

• Вычисление статистики для спаренных и неспаренных нуклеотидов; 
 
 

 

Методы работы 

Типы вторичных структур 

Существуют различные типы элементов вторичных структур:  

1) stem (стебель) - структурный элемент, состоящий из двух спаренных участков молекулы 
РНК, расположенных удаленно друг от друга в пределах цепи РНК. В данной работе 
стебель, прерывающийся внутренними петлями и выпячиваниями, считается одним 
элементом, а стебли, прерывающиеся многоразветвленными петлями, считаются разными 
элементами. 

2) internal loop (внутренняя петля) -	это участок вторичной структуры РНК, который содержит 
неспаренные нуклеотиды на обеих цепях стебля. Внутренние петли ограничены парами 
спаренных нуклеотидов, которые замыкают петлю с обеих сторон.  

3) bulge loop (выпячивание) - это участок вторичной структуры РНК, в котором неспаренные 
нуклеотиды присутствуют только на одной из цепей стебля. Выпячивание ограничено 
спаренными нуклеотидами, которые замыкают петлю с обеих сторон. 

4) multifurcation loop (многоразветвленная петля) - это участок вторичной структуры РНК, 
представляющий собой области кольца, соединяющего между собой три или более 
стебля. Стебли не являются частью многоразветвленной петли. 

5) hairpin loop (петля шпильки) – это участок между двумя комплементарными областями 
стебля, состоящий из неспаренных нуклеотидов, который образует “шапочку” над стеблем 

6) external loop (внешняя петля) - участок неспаренных нуклеотидов, не относящийся к 
другим структурным элементам.  
 
Все эти типы представлены на рисунке 1. 



           

Рисунок 1. Виды элементов вторичной структуры. 

 

Входные данные 

Входными данными для программного пакета являлись файлы с информацией о вторичной 
структуре в трех различных форматах. 

• Файл формата dot-bracket. Файл такого формата устроен следующим образом: 
комплементарные нуклеотиды обозначаются открытыми и закрытыми скобками в 
соответствующих позициях. Неспаренные нуклеотиды обозначаются точками (Рис 2).  
 

 

Рисунок 2. Файл формата dot-bracket (пример для вторичной структуры, изображенной на рис.1). 

 

• Файл формата connectivity table (CT). В файле данного формата все позиции молекулы РНК 
пронумерованы, и номер спаренного нуклеотида указывается в отдельном столбце (Рис 
3). 



 

Рисунок 3. Файл формата CT (пример для вторичной структуры, изображенной на рис.1).. 

                   

• Файл формата CT-WUSS. Данный файл аналогичен файлу типа CT, за исключением  
дополнительного столбца, в котором приведены аннотации элементов вторичных 
структур. Нуклеотиды, принадлежащие к структурным элементам hairpin loop, internal 
loop, bulge loop, multifurcation loop, external loop обозначаются соответственно символами 
“_”, “-”, “-”, “,”, “:”. Однако stem обозначатся различными символами. Два 
комплементарных нуклеотида стебля обозначаются различными символами, один из них 
– открывающейся скобкой, другой – закрывающейся. Нуклеотиды, принадлежащие 
стеблю, имеют различные обозначения в зависимости от уровня вложенности: Первый 
уровень вложенности (внешний) обозначается символом  “<” или “>”, второй – символом 
“(“ или “)”, третий - символом  “[“ или “]”, четвертый - символом “{“ или “}”. 
 

 

Рисунок 4. Файл формата CT-WUSS. 

 

Преобразование форматов 

 Для преобразования файлов вторичных структур РНК и аннотации элементов вторичной 
структуры были разработаны следующие программные функции: 



• Была разработана функция dotbracket2ct для преобразования файла формата dot-bracket в 
файл формата CT. В качестве входных данных функция принимает два аргумента: input 
path – путь к dot-bracket файлу и output path – путь к CT файлу, в который будет записан 
результат работы данной функции. Функция устроена следующим образом:   
1) Информация из dot-bracket файла переносится в двумерный список, в котором i-й 

список содержит три элемента: номер нуклеотида, символ, обозначающий наличие 
спаренности (далее – СНС) и буква, обозначающая тип основания нуклеотида (строки 
пакета 1103 – 1115 на рис. 5). 

2) Создается отдельный двумерный список для нуклеотидов, принадлежащих стеблю. У 
каждого такого нуклеотида СНС – это “(“ или “)”  (строки пакета 1117 – 1121, рис. 5). 

3) Программа находит в списке стеблей такие два подряд идущих нуклеотида, что СНС 
первого – это “(“, а СНС второго – это  “)”. Такие два нуклеотида спарены между собой, 
поэтому они добавляются в словарь с парами, после чего удаляются из списка стеблей. 
Данный шаг выполняется, пока список стеблей не станет пустым (cтроки пакета 1123 – 
1151, рис. 6). 

4) Так как теперь известны пары спаренных нуклеотидов, вся информация записывается в 
CT файл (строки пакета 1153 – 1170, рис. 6) 

 

 

Рисунок 5. Функция dotbracket2ct , строки пакета RNAsselem 1095 – 1121. 



 

 

Рисунок 6. Функция dotbracket2ct , строки пакета RNAsselem 1123 – 1170. 



• Была разработана функция для преобразования файла формата СT в файл формата CT-
WUSS. Алгоритм определения типов вторичных структур был адаптирован из библиотеки 
на языке C Easel. 
 
 

Работа с элементами вторичной структуры РНК  

• Предварительно была разработана функция get_bulge_and_internal_loop_list (рис. 7), 
возвращающая список словарей отдельно как для выпячиваний, так и для внутренних 
петель, где i-й словарь содержит информацию об одном структурном элементе, такую как: 
длина элемента, массив с индексами начала и конца всех интервалов, содержащих данный 
элемент. В качестве входных данных функция принимает многомерный список с 
информацией, считанной из CT-WUSS файла. Алгоритм функции устроен следующим 
образом: 
  
1) Алгоритм линейно проходит по каждому нуклеотиду в цепи РНК. 

2) Находится пара замыкающих нуклеотидов, которые обозначаются открывающимися или 
закрывающимися скобками, межу которыми есть непрерывная последовательность 
неспаренных нуклеотидов, которые обозначаются символом “-“. 

3) Находится пара нуклеотидов, которые соответственно спарены с замыкающими 
нуклеотидами. Если между данной парой также есть непрерывная последовательность 
неспаренных нуклеотидов, которые обозначаются символом “-“, то данный элемент – это 
internal loop, поэтому вся информация об элементе добавляется в массив для внутренних 
петель, а иначе – это bulge loop, и вся информация добавляется в массив для выпячиваний. 

 



 

• Была разработана функция load_ctwuss (рис.8), которая загружает файл формата CT-WUSS, 
возвращая все данные в виде многомерного массива, который в дальнейшем можно 
подавать в качестве входных данных в большинство других функций. В качестве входных 
данных функция принимает путь к файлу CT-WUSS. Функция считывает данные из файла и 
вызывает внутреннюю функцию get_bulge_and_internal_loop_list, чтобы различить, к какой 
структуре относятся нуклеотиды с символом “-“. Для нуклеотидов с другими символами не 
требуется дополнительных действий, чтобы определить, к какой структуре относится 
данный нуклеотид. 
 

Рисунок 7. Функция get_bulge_and_internal_loop_list пакета 
RNAsselem. 



 
 

 

Рисунок 8. Функция load_ctwuss пакета RNAsselem. 



Были разработаны функции, которые возвращают информацию о конкретных типах 
вторичной структуры в виде массивов, содержащих информацию о длине каждого из 
элементов вторичной структуры и интервалы с индексами начала и конца каждого из 
элементов. Такие функции были разработаны для всех типов вторичных структур, включая 
hairpin loop, internal loop, bulge loop, multifurcation loop, stem, external loop, функции 
соответственно называются get_hairpin_loop_list, get_internal_loop_list, get_bulge_loop_list, 
get_multifurcation_loop_list, get_stem_list, get_external_loop_list. 
Каждая из этих функций возвращает список словарей, где i-й словарь содержит 
информацию об одном структурном элементе, такую как: длина элемента, массив с 
индексами начала и конца всех интервалов, содержащих данный элемент, однако у 
функции get_hairpin_loop_list есть дополнительный параметр – длина стебля, 
содержащего данную шпильку. В качестве входных данных эти функции принимают CT-
WUSS файл или список, полученный с помощью функции load_ctwuss.  
 

• Функция get_hairpin_loop_list (рис. 9) устроена следующим образом: 
 
1) Алгоритм линейно проходит по каждому нуклеотиду в цепи РНК. 
2) Находится непрерывная последовательность нуклеотидов с символом “_”.  
3) С помощью функции get_stem_list находится длина стебля, содержащего данную 
шпильку.  
4) Вся информация записывается в словарь, словарь добавляется в список. 
 
 

 

Рисунок 9. Функция get_hairpin_loop_list пакета RNAsselem. 



 
• Функция get_internal_loop_list использует внутреннюю функцию 

get_bulge_and_internal_loop_list, описанную раннее. 
 

• Функция get_bulge_loop_list использует внутреннюю функцию 
get_bulge_and_internal_loop_list, описанную раннее. 
 
 

• Функция get_multifurcation_loop_list устроена следующим образом: 
1) Из списка, содержащего всю цепь РНК, полученного с помощью функции load_ctwuss, 
поочередно, в зависимости от уровня вложенности, удаляются нуклеотиды, 
принадлежащие стеблю и нуклеотиды, находящиеся внутри стебля, такие как шпильки, 
выпячивания и внутренние петли. Первыми удаляются все нуклеотиды стеблей первого 
(внешнего) уровня вложенности, обозначающиеся символом  “<” или “>”, вторыми – 
обозначающиеся символом “(“ или “)”, третьими - обозначающиеся символом  “[“ или “]”, 
четвертыми - обозначающиеся символом “{“ или “}”. 
2) После удаления каждого из уровней, последовательность подряд идущих нуклеотидов с 
символом  “,” являются ровно одной многоразветленной петлей. Информация о данном 
элементе записывается в словарь и добавляется в список многоразветвленных петель, 
после чего все нуклеотиды, принадлежащие данному элементу также удаляются. 
3) Алгоритм продолжает работу, пока не будут удалены все уровни. 
 

 

Рисунок 10. Функция get_multifurcation_loop_list. строки пакета RNAsselem 857 – 881. 



 
 
 

 

Рисунок 11. Функция get_multifurcation_loop_list. строки пакета RNAsselem 883 – 938. 

 

 



• Функция get_stem_loop_list устроена следующим образом: 
1) Алгоритм линейно проходит по каждому нуклеотиду в цепи РНК. 
2) Находятся подряд идущие нуклеотиды, принадлежащие стеблю, с одинаковым 
символом открывающейся скобки, при этом, если они прерываются выпячиваниями или 
внутренними петлями, они все равно считаются идущими подряд. 
3) Найденному участку находится соответствующий комплементарный участок. Два 
данных участка составляют полный элемент стебля, информация о котором записывается в 
словарь и добавляется в список. 
 

 

Рисунок 12. Функция get_stem_list пакета RNAsselem. 

 



• Функция get_external_loop_list устроена следующим образом: 
1) Алгоритм линейно проходит по каждому нуклеотиду в цепи РНК. 
2) Находится непрерывная последовательность нуклеотидов с символом “:”, информация 
о данном элементе записывается в словарь, словарь добавляется в список. 
 

 

Рисунок 13. Функция get_external_loop_list пакета RNAsselem. 

 

• Была разработана функция get_structure_type_full, которая по номеру позиции нуклеотида 
возвращает данные об элементе вторичной структуры, включающим в себя данный 
нуклеотид: тип элемента вторичной структуры, длина элемента вторичной структуры, 
интервалы с индексами начала и конца данного элемента вторичной структуры, строки с 
фрагментами цепи РНК этого элемента вторичной структуры. 

 



 

Описательная статистика элементов вторичной структуры 

• Была разработана внутренняя функция statistics, которая для конкретного типа элементов 
вторичной структуры возвращает различные статистические данные, такие как количество 
элементов конкретного типа вторичной структуры, средняя длина, медиана длины, 
стандартное отклонение длины элемента конкретного типа вторичной структуры и общая 
длина всех элементов конкретного типа вторичной структуры. 

Рисунок 14. Функция get_structure_type_full пакета RNAsselem. 



 

Рисунок 15. Функция statistics пакета RNAsselem. 

 

• Для удобства применения программного пакета были добавлены отдельные функции для 
вычисления описательной статистики для каждого из структурных элементов 
определённого типа. Функции называются get_stem_stat, get_external_loop_stat, 
get_internal_loop_stat, get_bulge_loop_stat, get_multifurcation_loop_stat, 
get_haitpin_loop_stat. В качестве входных данных каждая из функций принимает  CT-WUSS 
файл или массив с информацией из CT-WUSS файла. Каждая из этих функций сначала 
вызывает функцию для получения списка с конкретными элементами данной вторичной 
структуры, затем передает полученный список в функцию statistics, после чего возвращает 
список со статистическими данными. 
 

• Была разработана функция save_stat для сохранения всех статистических данных для всех 
типов элементов вторичной структуры РНК вируса в качестве текстового файла. 
 



 

Рисунок 16. Функция save_stat пакета RNAsselem. 

• Были написаны функции get_paired и get_unpaired для подсчета количества спаренных и 
неспаренных нуклеотидов в РНК. 

 

Рисунок 17. Функция get_unpaired пакета RNAsselem. 



 

Рисунок 18. Функция get_paired пакета RNAsselem. 

 

Результаты 

Разработанный пакет для анализа вторичной структуры РНК RNAsselem был помещен в 
репозиторий сервера Github  по адресу https://github.com/KazanovLab/RNAsselem для 
предоставления возможности общего доступа к пакету, ведения версий пакета и 
протоколирования ошибок, замечаний и предложений (Рис 19). 

 

 

Рисунок 19. Пакет RNAaasselem на сервере Github. 



 

Для возможности свободной установки для всех пользователей, пакет был размещен в 
репозитории Python Package index (PyPi), предназначенном для хранения и распространения 
пакетов на языке Python (Рис 20). 

 

Рисунок 20. Пакет RNAsselem в репозитории PyPi. 

 

 

Разработанный мной пакет был применен сотрудниками центра молекулярной и клеточной 
биологии Сколковского университета науки и технологий для анализа вируса Денге, трех 
подвидов вируса гепатита C и четырех штаммов коронавируса SARS-CoV-2. По результатам 
анализа сотрудниками была опубликована статья в международном рецензированном научном 
журнале Scientific Reports (Рис 21). 



 

Рисунок 21. Страница публикации научного проекта с применением пакета RNAsselem в научном журнале Scientific 
reports. 

  


