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Введение. Регуляция содержания зрелых микроРНК (миРНК) в различных компартментах клетки – ядре (N) и цитоплазме (C) – 
позволяет контролировать возможность их участия в процессах РНК-опосредованной интерференции. Различные по структуре 
миРНК, процессинг которых осуществляется с разных предшественников (пре-миРНК), могут образовывать дуплексы между 
молекулами при наличии в них комплементарных последовательностей. Формирование таких дуплексов может рассматривать-
ся как один из механизмов регуляции активности миРНК в отношении их таргетных матричных РНК (мРНК).
Цель исследования – анализ распределения различных миРНК между ядром и цитоплазмой в зависимости от энергии образования 
дуплексов.
Материалы и методы. Материалом для исследований послужили данные о содержании различных миРНК в ядре и цитоплазме 
в клетках 2 линий различного происхождения: 5-8F назофарингеальной карциномы (nasopharyngeal carcinoma, NPC) человека 
и постмитотических нейронов коры  головного мозга серой крысы. Последовательности миРНК, используемые для анализа, были 
взяты из базы данных miRBase, версия 22. Биоинформатический анализ последовательностей миРНК для выявления молекул, 
способных образовывать дуплексы миРНК, и определения минимальной свободной энергии (minimum free energy, MFE) их форми-
рования проводили c помощью программ RegRNA, версия 2.0, и RNAup.
Результаты. Впервые проведен сравнительный анализ внутриклеточного распределения (соотношение N/C) различных миРНК 
в зависимости от энергии образования дуплексов. Результаты биоинформатического анализа данных секвенирования миРНК 
в клетках линии 5-8F NPC показали, что миРНК, способные образовывать высокоэнергетические, т. е. более стабильные, ду-
плексы, накапливаются в цитоплазме, в то время как низкоэнергетические дуплексы в клетках данной линии накапливаются 
в ядре (имеют большее значение N/C). Также показано отсутствие зависимости распределения N/C от ряда коротких мотивов, 
предположительно ассоциированных с ядерной локализацией для миРНК, способных образовывать высокоэнергетические дуплексы.
Заключение. Выявленное обогащение пула цитоплазматических миРНК молекулами, способными образовывать более энергети-
чески стабильные дуплексы, может представлять дополнительный механизм регуляции активности миРНК в отношении их тар-
гетных мРНК (за счет секвестирования миРНК в цитоплазме в составе дуплексов, препятствующих взаимодействию миРНК 
с мРНК).
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Background. The regulation of the content of mature microRNAs (miRNAs) in different cell compartments – the nucleus (N) and the cyto-
plasm (C) – makes it possible to control their availability for participation in RNA-mediated interference processes. Structurally different 
miRNAs, processed from different precursors (pre-miRNA), can form duplexes between molecules containing complementary sequences. 
The appearance of such duplexes can be considered as one of the mechanisms of miRNA activity regulation in respect to their target mRNAs.
Objectives. Analysis of the miRNA distribution between nucleus and cytoplasm depending on the energy of duplex formation.
Materials and methods. Data on the content of different miRNAs in the nucleus and cytoplasm in two cell lines of different origin: 5-8F 
of human nasopharyngeal carcinoma (NPC) and postmitotic neurons of the cerebral cortex of rat – has been used. The miRNA sequences 
used for analysis were taken from the miRBase database, version 22. Bioinformatic analysis of miRNA sequences for detection of molecules 
capable of forming miRNA duplexes and determination of their minimal free energy (MFE) of formation was carried out with the help of pro-
grams: RegRNA, version 2.0, and RNAup.
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Results. For the first time, a comparative analysis of the intracellular distribution N/C of different miRNAs depending on the energy of duplex 
formation was performed. Results of bioinformatic analysis of miRNA sequencing in 5-8F cells of human nasopharyngeal carcinoma showed 
that miRNAs capable of forming high-energy, i. e. more stable, duplexes, accumulate in the cytoplasm, while miRNAs forming low-energy 
duplexes have a larger N/C value, i. e. the level of these miRNAs is higher in the nucleus. In addition, we show that N/C distribution of miRNAs 
capable of forming high-energy duplexes is independent from the presence of certain short motifs, that are supposedly associated with their 
nuclear localization.
Conclusion. The revealed enrichment of the pool of cytoplasmic miRNAs by molecules capable of forming more energetically stable duplexes 
may represent an additional mechanism of regulating miRNA activity in respect to their target mRNAs due to the sequestration of miRNA 
duplexes in the cytoplasm preventing miRNA interaction with mRNAs.

Key words: microRNA, miRNA duplex, minimal free energy, intracellular localization
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Введение
Со времени открытия малых регуляторных РНК 

представления об их роли в регуляции экспрессии ге-
нов, внутриклеточной и внеклеточной сигнализации 
значительно расширены. Так, показано, что кроме 
участия в ингибировании трансляции и/или деградации 
матричных РНК (мРНК) в цитоплазме (С), микроРНК 
(миРНК) могут проникать в ядро (N) клетки и осу-
ществлять сиквенс-специфическую регуляцию про-
цессов транскрипции различных генов и процессинга 
при-миРНК – продуктов транскрипции миРНК генов 
[1–3].

В то же время информация, касающаяся особен-
ностей накопления различных миРНК в ядре или ци-
топлазме в зависимости от их структуры, противоре-
чива и может различаться для разных типов клеток, 
в том числе опухолевых [2, 4]. Механизмы отбора 
миРНК, участвующих в эпигенетической регуляции 
экспрессии генов, включают не только деградацию 
части зрелых молекул после их процессинга [1], транс-
порт в ядро [2, 3] или экскрецию из клеток [5], но и се-
лективный подбор комплементарных последователь-
ностей, способных образовывать дуплексы миРНК [6].

В работе использован новый подход, основанный 
на анализе внутриклеточного распределения миРНК 
между ядром и цитоплазмой (соотношение N/C) в за-
висимости от минимальной свободной энергии (min-
imum free energy, MFE) образования дуплексов. На ос-
нове результатов проведенного биоинформатического 
анализа выявлено различное соотношение значения 
N/C для миРНК в зависимости от MFE дуплекса. По-
лученные данные позволяют предположить существо-
вание дополнительного механизма, ограничивающего 
количество близких по структуре миРНК, участвующих 
в эпигенетической регуляции, с помощью образования 
высокоэнергетических и низкоэнергетических дуплек-
сов миРНК.

Материалы и методы
Исходным материалом для исследований послужи-

ли данные о содержании различных миРНК в ядре и ци-
топлазме в клетках 2 линий различного происхождения: 
5-8F назофарингеальной карциномы (nasopharyngeal 

carcinoma, NPC) человека и постмитотических нейро-
нов коры головного мозга серой крысы (Rattus nor-
vegicus). Исходные данные ограничены 2 группами  
[7, 8], поскольку лишь в этих работах необходимая для 
анализа информация была представлена в полном объ-
еме, включая данные последовательностей миРНК, 
полученные методом глубокого секвенирования, а также 
количественное распределение N/C молекул миРНК. 
Выборки составляли 158 миРНК для клеток 5-8F NPC 
и 123 миРНК для постмитотических нейронов коры 
головного мозга крысы. С использованием данных 
секвенирования миРНК для обоих типов клеток про-
изведен расчет MFE и дальнейший биоинформатиче-
ский анализ распределения разных миРНК между 
ядром и цитоплазмой.

Последовательности различных миРНК, использу-
емые для анализа, были взяты из базы данных miRBase 
(http://www.mirbase.org), версия 22. Биоинформатиче-
ский анализ последовательностей миРНК проводили 
c помощью программ RegRNA, версия 2.0 (RegRNA 2.0; 
http://regrna.mbc.nctu.edu.tw), и RNAup (http://rna.tbi. 
univie.ac.at). Поиск последовательностей миРНК, спо-
собных образовывать дуплексы с другими миРНК, 
в программе RegRNA 2.0 выполняли с учетом следую-
щих параметров: 1) значение MFE, которая может 
определяться как MFE Гиббса (ккал/моль), высвобо-
ждающаяся при формировании вторичной структуры 
двумя комплементарными последовательностями [9]; 
2) коэффициент (Score), который оценивает возмож-
ность одновременной гибридизации наибольшего ко-
личества нуклеотидов между сравниваемыми молеку-
лами миРНК по правилу Уотсона–Крика [9]. В том 
случае, когда программа RegRNA 2.0 рассчитывала 
возможность образования нескольких дуплексов для 
разных миРНК, были выбраны те пары миРНК, из 
молекул которых обе присутствовали в одной и той же 
клетке и формировали дуплексы с максимальным зна-
чением MFE (по модулю), что соответствует наиболь-
шей вероятности возникновения дуплекса. Параметр 
MFE принимали одинаковым для каждой из миРНК, 
входящих в конкретный дуплекс. При расчете MFE 
с помощью программы RNAup учитывали, что пары 
G–U дестабилизируют структуру дуплекса и приводят 
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к уменьшению MFE [10]. В связи с этим при исполь-
зовании программы допускалось ограничение, позво-
ляющее избегать изолированных пар G–U при расче-
те MFE для дуплексов [11]. Данные экспериментальных 
исследований [12] показывают, что формирование 
дуплексов между молекулами миРНК может происхо-
дить уже при значениях MFE, равных –13 ккал/моль. 
В связи с этим биоинформатический анализ возмож-
ности формирования дуплексов миРНК с помощью 
программы RegRNA 2.0 проводили при задании зна-
чений MFE в широком диапазоне – от ≤–25 до 
–10 ккал/моль и значения Score – от 80 до 170. В даль-
нейшем для удобства сравнения отрицательных чисел 
значения MFE приводятся по модулю.

Соответствие распределения N/C критерию нор-
мальности оценивали с использованием теста Шапи-
ро–Уилка. Различия распределения N/C для высоко- 
и низкоэнергетических дуплексов в сравниваемых 
выборках определяли с помощью непараметрического 
U-критерия Манна–Уитни. Статистическую обработку 
результатов внутриклеточного распределения миРНК, 
способных образовывать различающиеся по MFE ду-
плексы, проводили с применением программы Statistica 
10.0 (StatSoft, США). Корреляция данных расчета па-
раметра MFE (в ккал/моль), полученных с использо-
ванием указанных выше программ, была высокой 
(коэффициент корреляции Спирмена r = 0,9).

Результаты и обсуждение
Неравномерность внутриклеточного распределения 

миРНК, способных образовывать дуплексы. Для кор-

ректного сопоставления данных об уровне миРНК 
в ядре и цитоплазме в зависимости от их нуклеотидных 
последовательностей исследованные миРНК были 
разделены на 2 группы, различающиеся максималь-
ными значениями MFE. Распределение значений па-
раметра MFE для миРНК из клеток линии 5-8F NPC 
показало, что большинство миРНК имеют значения 
MFE в диапазоне от 10 до 19 ккал/моль, что позволяет 
обозначить их как молекулы, способные образовывать 
низкоэнергетические дуплексы, и от 24 до 37 ккал/моль, 
что соответствует миРНК, способным образовывать 
высокоэнергетические дуплексы (рис. 1). При анали-
зе соотношения N/C для этих 2 групп выявлены ста-
тистически значимые различия (p <0,01), что говорит 
о наличии зависимости распределения миРНК между 
ядром и цитоплазмой от величины MFE образования 
дуплексов в данных клетках (рис. 2). Группы миРНК, 
способные образовывать низкоэнергетические дуплек-
сы в клетках линии 5-8F NPC, имеют большее значение 
N/C, т. е. уровень содержания этих миРНК в ядрах 
выше. Более того, для данного типа клеток обнаружена 
слабая, но достоверная корреляция (r = –0,35; p <0,01) 
MFE с соотношением N/C во всем диапазоне значений 
MFE, что подтверждает наличие внутриклеточного 
распределения миРНК в зависимости от вероятности 
формирования дуплексов.

Распределение значений параметра MFE для миРНК 
из постмитотических нейронов коры головного мозга 
крысы показало, что большинство миРНК имеют зна-
чения MFE образования дуплексов в диапазоне от 12 
до 16 ккал/моль, что позволяет их обозначить как 

Рис. 1. Распределение значений минимальной свободной энергии образования дуплексов относительно количества микроРНК в клетках линии 5-8F 
назофарингеальной карциномы человека
Fig. 1. Distribution of minimum free energy values of duplex formation relative to microRNA quantity in human nasopharyngeal carcinoma cell line 5-8F 
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миРНК, способные образовывать низкоэнергетиче-
ские дуплексы, и от 24 до 37 ккал/моль, что позволяет 
их обозначить как миРНК, способные образовывать 
высокоэнергетические дуплексы. Соотношения N/C 
для этих 2 групп миРНК не имели значимых различий 
(р >0,05). Тем не менее имеется тенденция к снижению 
соотношения N/C при увеличении MFE формирова-
ния дуплексов миРНК (рис. 3).

Таким образом, полученные нами результаты по-
казали, что 2 разных типа клеток характеризуются раз-
личным внутриклеточным распределением миРНК, 
способным формировать низко- и высокоэнергетиче-
ские дуплексы. Для клеток линии 5-8 NPC, в отличие 
от постмитотических нейронов коры мозга крысы, 
установлена зависимость соотношения N/C для миРНК 
от энергии образования дуплексов миРНК.

Анализ состава миРНК с разной MFE показал, 
что миРНК, способные образовывать высокоэнерге-
тические дуплексы, относятся к различным группам, 
в том числе к консервативному семейству let-7, семей-
ствам mir-548 и mir-17 (табл. 1, 2). Наибольшее коли-
чество дуплексов в обоих типах клеток может возни-
кать между миРНК из семейства let-7 (см. табл. 1, 2). 
Объяснением этому может служить тот факт, что раз-
личные миРНК семейства let-7, образующиеся в ходе 
процессинга либо с 5’-, либо с 3’-конца их пре-миРНК 
(предшественника миРНК), имеют близкие по струк-
туре последовательности. Они различаются на 1–4 ну-
клеотида и обозначаются в miRBase как let-7a, -7b, -7c, 
-7d, -7e, -7f, -7g, -7i. Следовательно, можно предпо-
ложить, что различие в 1–4 нуклеотида между моле-
кулами не оказывает значительного влияния на MFE 

образования дуплексов миРНК. Важно отметить, что 
дуплексы могут образовывать миРНК, процессинг ко-
торых осуществляется с предшественников, кодируе-
мых различными геномными последовательностями.

Значительное количество дуплексов миРНК меж-
ду молекулами из семейства let-7 указывает на необ-
ходимость клеточного контроля уровней этих близких 
по структуре молекул, что связано с их вовлечением 
в регуляцию многих сигнальных путей. МиРНК се-
мейства let-7 не только участвуют в регуляции процес-
сов пролиферации стволовых клеток, дифференциров-
ке клеток крови при гомеопоэзе, но и в зависимости 
от клеточного окружения могут проявлять свойства 
онкосупрессоров или онкогенов [13, 14]. Деградация 
миРНК семейства let-7 в клетках рака молочной же-
лезы может привести к прогрессии опухолевого роста 
[12]. МиРНК семейства let-7 осуществляют зависимую 
от их концентрации регуляцию уровня РНКазы Dicer, 
подавляя ее трансляцию, и этот механизм обратной 
связи может оказывать влияние на процессинг многих 
миРНК в разных клетках [15].

Различия в значениях параметра N/C, полученные 
для сравниваемых групп миРНК, могут быть обуслов-
лены биологическими процессами, в которых участ-
вуют эти молекулы. Так, низкоэнергетические дуплек-
сы менее стабильны, поэтому миРНК, способные их 
образовывать, могут подвергаться более быстрой де-
градации эндонуклеазами, как это было показано для 
ряда миРНК семейства let-7 в случае образования ду-
плексов с mir-107-5p [12]. Однако деградация миРНК – 
процесс не одномоментный, и часть молекул успевает 
транспортироваться в ядро с помощью белков-арго-
навтов [16] с участием импортина 8 [3]. В ядре миРНК 
могут сохраняться в течение некоторого времени, свя-
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Рис. 2. Соотношение N/C для различных микроРНК клеток линии 5-8F 
назофарингеальной карциномы человека в зависимости от способности 
образовывать дуплексы микроРНК. 1 – группа микроРНК, способная 
образовывать дуплексы в диапазоне минимальной свободной энергии 
ǀ10–19ǀ ккал/моль; 2 – группа микроРНК, способная образовывать ду-
плексы в диапазоне минимальной свободной энергии ǀ24–37ǀ ккал/моль. 
*Различия соотношения N/C между группами микроРНК достоверны 
(р <0,01). В скобках указано количество молекул микроРНК в группах
Fig. 2. N/C ratio for various microRNAs of human nasopharyngeal carci-
noma cell line 5-8F according to their ability to form microRNA duplexes. 
1 – microRNA group capable of forming duplexes in ǀ10–19ǀ kcal/mol range 
of minimum free energy; 2 – microRNA group capable of forming duplexes 
in ǀ24–37ǀ kcal/mol range of minimum free energy. *Differences in N/C ratios 
between the groups are significant (р <0.01). The number of microRNA mol-
ecules in the group is indicated in brackets

Группы микроРНК / MicroRNA groups

Группы микроРНК / MicroRNA groups

N
/C

N
/C

Рис. 3. Соотношение N/C для различных микроРНК постмитотических 
нейронов коры головного мозга серой крысы в зависимости от способно-
сти образовывать дуплексы микроРНК. 1 – группа микроРНК, способная 
 об разовывать дуплексы в диапазоне минимальной свободной энергии  
ǀ12–16ǀ ккал/моль; 2 – группа микроРНК, способная образовывать дуплек-
сы в диапазоне MFE минимальной свободной энергии ǀ24–37ǀ ккал/моль
Fig. 3. N/C ratio for various microRNAs of rat postmitotic cortical neurons 
according to their ability to form microRNA duplexes. 1 – microRNA group 
capable of forming duplexes in ǀ12–16ǀ kcal/mol range of minimum free 
energy; 2 – microRNA group capable of forming duplexes in ǀ24–37ǀ kcal/mol 
range of minimum free energy
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Таблица 1. Пары молекул микроРНК (миРНК), способные образовывать дуплексы c минимальной свободной энергией (MFE) ǀ24–37ǀ ккал/моль 
в клетках линии 5-8F назофарингеальной карциномы человека

Table 1. MicroRNA (miRNA) molecule pairs capable of forming duplexes with minimum free energy (MFE) ǀ24–37ǀ kcal/mol in human nasopharyngeal 
carcinoma cell line 5-8F

миРНК (1-я и 2-я) 
miRNA (1st and 2nd)

MFE*, ккал/моль 
MFE*, kcal/mol

MFE**, ккал/моль 
MFE**, kcal/mol

миРНК (1-я и 2-я) 
miRNA (1st and 2nd)

MFE*, ккал/моль 
MFE*, kcal/mol

MFE**, ккал/моль 
MFE**, kcal/mol

hsa-miR-1226-5p
hsa-miR-675-3p

27 28
hsa-miR-125b-2-3p
hsa-miR-125b-5p

27 24

hsa-miR-193b-3p
hsa-miR-365b-5p

28 27
hsa-let-7g-5p
hsa-let-7i-3p

25 24

hsa-let-7f-1-3p
hsa-let-7a-5p

27 26
hsa-let-7b-3p
has-let-7d-5p

27 27

hsa-let-7b-3p
hsa-let-7e-5p

27 27
hsa-let-7c-5р

hsa-let-7f-1-3p
26 26

hsa-let-7f-5p
hsa-let-7b-3p

25 24
hsa-let-7f-5p
hsa-let-7d-3p

24 24

hsa-let-7b-5p
hsa-let-7i-3p

27 27
hsa-let-7b-5p

hsa-let-7f-1-3p
26 26

hsa-let-7e-5p
hsa-let-7c-3p

28 26
hsa-miR-29a-3p
has-miR-29c-5p

27 24

hsa-miR-193a-5p
hsa-miR-193b-3p

25 25
hsa-miR-106а-5p
hsa-miR-106b-3p

25 25

hsa-miR-548h-3p
hsa-miR-548d-5p

27 25
hsa-miR-548b-5p
hsa-miR-548o-3p

25 24

hsa-miR-548o-5p
hsa-miR-548h-3p

29 27
hsa-miR-548n-5p
hsa-miR-548h-3p

26 23

hsa-miR-548o-5p
hsa-miR-548p-3p

28 27
hsa-miR-193b-3p
hsa-miR-365a-5p

27 27

hsa-miR-345-5p
hsa-miR-378a-3p

30 29
hsa-let-7a-5p
hsa-let-7b-3p

32 31

hsa-let-7c-5р
hsa-let-7d-3p

30 30
hsa-let-7e-5p
hsa-let-7d-3p

29 29

hsa-let-7a-2-3p
hsa-let-7e-5p

31 29
hsa-let-7a-5p
hsa-let-7d-3p

33 31

hsa-let-7b-5p
hsa-let-7d-3p

32 30
hsa-miR-195-5p
hsa- miR-16-3p

30 28

hsa-miR-28-3р
hsa-miR-151а-5р

37 35
hsa-miR-30a-5p
hsa-miR-30e-3p

29 27

hsa-miR-30e-3p
hsa-miR-30d-5p

29 27
hsa-miR-30d-5p
hsa-miR-30a-3p

29 27

hsa-miR-339-5p
hsa-miR-23a-5p

32 31
hsa-miR-27a-5p
hsa-miR-27b-3p

25 25

hsa-miR-17-5p
hsa-miR-106b-3p

26 25
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-29c-5p

27 24

*Данные MFE, полученные с помощью биоинформатического анализа с использованием программы RegRNA 2.0.  
*MFE data obtained by bioinformatics analysis using the RegRNA 2.0 software.
**Данные MFE, полученные с помощью биоинформатического анализа с использованием программы RNAup. 
**MFE data obtained by bioinformatics analysis using the RNAup software.
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Таблица 2. Пары молекул микроРНК (миРНК), способные образовывать дуплексы c минимальной свободной энергией (MFE) ǀ24–37ǀ ккал/моль 
в постмитотических нейронах коры головного мозга серой крысы

Table 2. MicroRNA (miRNA) molecule pairs capable of forming duplexes with minimum free energy (MFE) ǀ24–37ǀ kcal/mol in rat postmitotic cortical neurons 

миРНК (1-я и 2-я) 
miRNA (1st and 2nd)

MFE*, ккал/моль 
 MFE*, kcal/mol

MFE**, ккал/моль 
 MFE**, kcal/mol

миРНК (1-я и 2-я) 
miRNA (1st and 2nd)

MFE*, ккал/моль 
 MFE*, kcal/mol

MFE**, ккал/моль 
 MFE**, kcal/mol

rno-let-7a-5p
rno-let-7b-3p

33 31
rno-let-7a-5p

rno-let-7c-2-3p
28 27

rno-let-7a-5p
rno-let-7f-2-3p

27 27
rno-let-7a-5p
rno-let-7d-3p

33 31

rno-let-7b-5p
rno-let-7d-3p

32 30
rno-let-7b-5p

rno-let-7a-1-3p
27 26

rno-let-7b-5p
rno-let-7c-2-3p

27 26
rno-let-7b-5p

rno-let-7f-2-3p
27 25

rno-let-7b-5p
rno-let-7i-3p

27 25
rno-let-7e-5p
rno-let-7d-3p

30 29

rno-let-7e-5p
rno-let-7c-1-3p

28 27
rno-let-7f-5p

rno-let-7c-2-3p
28 27

rno-let-7e-5p
rno-let-7a-2-3p

31 29
rno-let-7a-3p
rno-let-7c-5p

26 27

rno-let-7a-3p
rno-let-7f-5p

27 28
rno-let-7b-3p
rno-let-7c-5p

31 32

rno-let-7b-3p
rno-let-7d-5p

27 29
rno-let-7b-3p
rno-let-7e-5p

27 28

rno-let-7d-3p
rno-let-7c-5p

30 32
rno-let-7c-5p

rno-let-7f-2-3p
27 26

rno-miR-9-3
rno-miR-3597-5p

30 30
rno-miR-92a-3p
rno-miR-92b-5p

31 27

rno-miR-298-3p
rno-miR-185-5p

27 28
rno-miR-139-5p

rno-miR-128-2-5p
28 27

rno-miR-20b-5p
rno-miR-106b-3p

26 27
rno-miR-17-5p

rno-miR-106b-3p
26 26

rno-miR-17-2-3p
rno-miR-106b-5p

26 25
rno-miR-151-5p
rno-miR-28-3p

36 37

rno-miR-151-5p
rno-miR-708-3p

33 33
rno-miR-28-3p

rno-miR-708-5p
31 30

rno-miR-28-5p
rno-miR-708-3p

29 33
rno-miR-345-5p
rno-miR-378-3p

27 26

rno-miR-30a-5p
rno-miR-30e-3p

29 29
rno-miR-30e-3p
rno-miR-30d-5p

29 30

rno-miR-30d-5p
rno-miR-30a-3p

30 29
rno-miR-30a-3p
rno-miR-30e-5p

28 29

rno-miR-30e-5p
rno-miR-30d-3p

26 24
rno-miR-195-5p
rno-miR-16-3p

28 26

*Данные MFE, полученные с помощью биоинформатического анализа с использованием программы RegRNA 2.0. 
*MFE data obtained by bioinformatics analysis using the RegRNA 2.0 software.
**Данные MFE, полученные с помощью биоинформатического анализа с использованием программы RNAup. 
**MFE data obtained by bioinformatics analysis using the RNAup software.

зываясь с комплементарными им последовательностя-
ми промоторов разных генов, длинными некодирую-
щими РНК и при-миРНК [13, 17, 18]. Результаты 

исследований по введению в клетку антисмысловых 
коротких олигонуклеотидов к разным миРНК с после-
дующей их визуализацией in vivo подтверждают, что 
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высокоэнергетические дуплексы могут быть более 
устойчивы к деградации [16].

Выявленные различия между клетками линии 5-8F 
NPC человека и постмитотическими нейронами коры 
мозга крысы в особенностях накопления миРНК в ядре 
могут быть обусловлены несколькими причинами. Так, 
в зависимости от стадии развития нейронов количе-
ство комплементарных последовательностей-мишеней 
в цитоплазме может изменяться, что сопровождается 
перераспределением некоторых миРНК между ядром 
и цитоплазмой [2, 8]. Также показано селективное на-
копление ряда миРНК в отростках нейронов, что мо-
жет приводить к уменьшению количества малых РНК, 
доступных для транспорта в ядро [19]. Более детальные 
исследования с разделением внутриклеточных миРНК 
на цитоплазматический, ядерный и ядрышковый пулы 
могут расширить наше представление о механизмах 
селективного внутриклеточного отбора миРНК, спо-
собных образовывать низко- и высокоэнергетические 
дуплексы.

Выявленное нами обогащение пула цитоплазма-
тических миРНК молекулами, способными образовы-
вать более энергетически стабильные дуплексы в опу-
холевых клетках линии 5-8 NPC, может представлять 
дополнительный механизм регуляции активности миРНК 
в отношении их таргетных мРНК за счет секвестиро-
вания миРНК в цитоплазме в составе дуплексов.

Маркерные мотивы и их влияние на локализацию 
миРНК. Согласно некоторым данным литературы 
определенные мотивы в последовательности молекул 
миРНК могут влиять на их дальнейшую компартмен-
тализацию, определяя внутриклеточную локализацию 
и секрецию. Например, были найдены последователь-
ности из 4 нуклеотидов GGAG, способствующие се-
лективному отбору миРНК млекопитающих в экзосомы 
[5]. Имеются данные, согласно которым накопление 
в ядре различных миРНК может быть ассоциировано 
с наличием на их 3’-концах опреде ленных мотивов [2, 
18]. Такие нуклеотидные мотивы (например, AGUGUU 
и AGAGUU) обнаружены на 3’-концах миРНК hsa-
mir-29b-3p и hsa-mir-373-3p, что, по мнению авторов, 
привело к преобладанию этих миРНК в клеточных 
ядрах [2, 18]. В то же время в другой работе анализ данных 
глубокого секвенирования нескольких сотен миРНК 
не выявил корреляции наличия мотивов AGUGUU, 
а также более коротких (AGUG, AGUGU) или длинных 
(AGUGUUU) вариантов последовательностей в по-
следних 9 нуклеотидах на 3’-конце миРНК, с их пре-
обладанием в ядре, за ис ключением hsa-mir-29b-3р [7].

Проведенный нами анализ выборок миРНК, спо-
собных образовывать высокоэнергетические дуплексы, 
из 2 типов клеток показал наличие молекул, как обла-
дающих, так и не обладающих мотивами AGUGU, 
AGUG, ассоциированными с локализацией в ядре [2, 
7], и мотивом GGAG, способствующим выведению 
миРНК в составе экзосом. В то же время доля этих 
молекул по отношению ко всем миРНК, способным 

образовывать высокоэнергетические дуплексы, состав-
ляет не более 8–22 % (рис. 4). Анализ соотношения 
N/C между группами миРНК в зависимости от наличия 
мотивов AGUGU, AGUG, GGAG в последних 9 нук-
леотидах на 3’-конце не выявил значимых различий. 
Другие мотивы – UGUGUU, ACUGUU, AGAGUU, 
AGUCUU, AGUGAU, AGUGUA, AGUGUU, UCAGUG, 
GUGUUU, AGUGUUU, предположительно ассоци-
ированные с ядерной локализацией [2, 7, 18], – не об-
наружены нами в составе миРНК, способных образо-
вывать высокоэнергетические дуплексы (см. рис. 4). 
Эти результаты согласуются с данными некоторых 
работ. Так, для стволовых клеток нейроглии и клеток 
рака толстой кишки линии HCT116 показано распре-
деление ряда различных миРНК между ядром и цито-
плазмой, независимое от наличия мотива AGUGUU 
или других коротких последовательностей [2, 4].

Таким образом, соотношение N/C для миРНК, спо-
собных образовывать высокоэнергетические дуплексы, 
в клетках линии 5-8 NPC человека и постмитотических 
нейронах коры мозга крысы не зависит от наличия 
или отсутствия на их 3’-конце различных коротких мо-
тивов. Результаты нашего исследования свидетельст-
вуют о более сложном механизме внутриклеточного 
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Рис. 4. Группы микроРНК (миРНК), отличающиеся короткими мо-
тивами, в пуле миРНК, способных образовывать высокоэнергети-
ческие дуплексы. Ряд 1 обозначает миРНК из клеток линии 5-8F 
назофарингеальной карциномы человека, ряд 2 – миРНК из постми-
тотических нейронов коры мозга крысы. 1 – группа миРНК, не со-
держащих мотивы ядерной локализации; 2 – группа миРНК, имею-
щая мотив AGUG; 3 – группа миРНК, имеющая мотив AGUGU; 
4 – группа миРНК, имеющая мотив GGAG; 5 – группа миРНК, име-
ющая мотивы UGUGUU, ACUGUU, AGAGUU, AGUCUU, AGUGAU, 
AGUGUA, AGUGUU, UCAGUG, GUGUUU, AGUGUUU. В скобках – со-
отношение N/C
Fig. 4. MicroRNA (miRNA) groups with different short motifs in the miRNA 
pool capable of forming high-energy duplexes. Row 1 shows miRNA from 
human nasopharyngeal carcinoma cell line 5-8F, row 2 – miRNA from rat 
postmitotic cortical neurons. 1 – miRNA group without nuclear localization 
motifs; 2 – miRNA group with AGUG motif; 3 – miRNA group with AGUGU 
motif; 4 – miRNA group with GGAG motif; 5 – miRNA group with UGUGUU, 
ACUGUU, AGAGUU, AGUCUU, AGUGAU, AGUGUA, AGUGUU, UCAGUG, 
GUGUUU, AGUGUUU motifs. N/C ratio is presented in brackets

    Клетки 5-8F назофарингеальной карциномы человека / Human 
nasopharyngeal carcinoma cell line 5-8F

    Клетки постмитотических нейронов мозга крысы / Rat postmitotic 
cortical neurons
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Л И Т Е Р А Т У Р А / R E F E R E N C E S

отбора ряда разных миРНК, которое может наряду 
с другими факторами определяться энергией возник-
новения дуплексов миРНК.

Заключение
Селективный отбор миРНК, влияющий на их кон-

центрацию в ядре и цитоплазме, может осуществляться 
различными путями. Одним из механизмов, позволя-
ющих ограничить доступ миРНК к их мРНК-мише-
ням, служит образование дуплексов из комплемен-
тарных друг другу молекул. Проведенный в работе 
биоинформатический анализ впервые обнаружил взаи-
мосвязь между внутриклеточной компартментализацией 
миРНК (распределение между ядром и цитоплазмой) 

и вероятностью образования дуплексов (величиной 
MFE). Обогащение пула цитоплазматических миРНК 
молекулами, формирующими более стабильные дуплек-
сы, – дополнительное подтверждение регуляторной 
функции этих структур, ограничивающих взаимодей-
ствие миРНК с таргетными им мРНК. Обнаруженный 
феномен может являться важным механизмом эпиге-
нетической регуляции экспрессии генов и активно 
использоваться трансформированными клетками 
в процессе малигнизации. Дальнейшие исследования 
процессов, ведущих к селективному отбору миРНК 
между различными компартментами, могут иметь пра-
ктическое значение при разработке таргетных препа-
ратов на основе миРНК.
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