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  К 2004 г. в  результате международного проекта по секвенированию генома человека было проанализи-
ровано около 20 000 кодирующих белок генов, что соответствует 2 % общей геномной последовательности. 
Подав ляющее большинство транскриптов генов фактически характеризуются как некодирующие РНК (нкРНК) 
и  представляют собой кластеры РНК, которые не кодируют функциональные белки. Они могут быть неболь-
шими, длиной примерно 20 нуклеотидов, и  известны как микроРНК (miRNAs), или транскриптами длиной 
более 200  нуклео тидов, определяемыми как длинные нкРНК (lncRNAs). miRNA  — это короткие нкРНК, уча-
ствующие в посттранскрипционной регуляции экспрессии генов. Обнаруженные более 15 лет назад эти моле-
кулы признаны в качестве одних из основных регуляторных молекул в  геноме человека. Они играют важную 
роль во всех биологических процессах и  модулируют экспрессию эукариотических генов. Ориентируясь на 
транскрипты, кодирующие белки, miRNA влияют на клеточный транскриптом, тем самым помогая опреде-
лить судьбу клетки. Была замечена аберрантная экспрессия miRNA у больных раком. Оказалось, что тканевые 
концентрации специ фических miRNA связаны с  опухолевой инвазивностью, метастатическим потенциалом 
и другими клиническими характеристиками для многих типов рака. По сравнению с традиционными биомар-
керами, такими как белки, miRNA имеют ряд преимуществ, которые позволяют использовать их в  качестве 
новых потенциальных биомаркеров при раке. В этом обзоре рассмотрен биогенез, функции, технологии, при-
меняемые для обнаружения miRNA, и ассоциации микроРНК с раком человека, в частности колоректальным 
раком.
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  By 2004 according to the resuts of the international genome sequencing, about 20,000 protein-coding genes had been 
analyzed which correspond to more than 2% of the total genomic sequence. The vast majority of gene transcripts are 
actually characterized as non-coding RNA (ncRNA) and are a cluster of RNA that do not encode functional proteins. 
They can be small, approximately 20 nucleotides in length, known as microRNAs (miRNAs), or transcripts longer than 
200 nucleotides, defined as long non-coding RNAs (lncRNAs). miRNAs are short ncRNAs that are involved in the post-
transcriptional regulation of gene expression. Discovered over 15 years ago, these molecules have been recognized as one 
of the main regulatory molecules in the human genome. They play an important role in all biological processes being 
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important modulators of the eukaryotic genes expression. Focusing on transcripts that encode proteins, miRNAs influence 
the cellular transcript, thereby helping to determine the outcome of the cell. Aberrant miRNA expression was observed 
in cancer patients. Tissue concentrations of specific miRNAs have been shown to be associated with tumor invasiveness, 
metastatic potential, and other clinical characteristics for many types of cancer. Compared to traditional biomarkers like 
proteins, miRNA has several advantages that will allow them to be considered as new potential biomarkers in cancer. This 
review looks at biogenesis, functions, technologies used to detect miRNA, and the association of miRNA with human 
cancer, in particular, colorectal cancer.

  Keywords: miRNA; biomarker; cancer; colorectal cancer.

введение

Если ранее рак был связан с  острым про-
цессом, приводящим к быстрой смерти, то се-
годня благодаря современным представлениям 
о биологии опухолевых клеток рак рассматри-
вают как хроническое заболевание, при этом 
разработка терапевтических мишеней, предна-
значенных для опухолей, регулярно повышает 
шансы на выживание онкологических больных. 
Рак человека включает в  себя генетические 
(врожденные или приобретенные) и  эпигене-
тические модификации. Многие супрессорные 
гены и онко гены были описаны, и сейчас очень 
активно открываются новые биомаркеры опу-
холевых процессов [1]. Недавно была иденти-
фицирована новая группа биологических мар-
керов  — микроРНК (miRNA). Эти молекулы 
специфичны для раковых клеток, в отличие от 
большинства других биомаркеров, доступных 
в  настоящее время. miRNA, безусловно, будут 
занимать важное место в клинической биологии 
как новые диагностические и прогностические 
маркеры и индикаторы терапевтического отве-
та, а также как новые терапевтические мишени. 
В этом обзоре обобщены современные знания 
о биогенезе, функциях и методах обнаружения 
miRNA, а также о роли miRNA при раке, в част-
ности колоректальном раке.

биогенез и функция miRNA

Первым этапом биогенеза miRNA являет-
ся транскрипция ДНК, которую, как правило, 
осуществляет РНК-полимераза II — тот же фер-
мент, который транскрибирует «стандартные» 
белок-кодирующие гены. Более того, очень ча-
сто участки, кодирующие miRNA, находятся 
внутри белок-кодирующих генов. Таким обра-
зом, во многих случаях первичным продуктом 
может выступать обычная мРНК. Однако, как 
правило, РНК-транскрипт, служащий предше-

ственником miRNA, обозначают как прими-
кроРНК (pri-miRNA).

МикроРНК чаще закодированы в интронах, 
но экзон-локализованные miRNA также широко 
распространены. Единственный обязательный 
критерий  — наличие самокомплементарного 
участка, способного формировать шпильку 
на транскрибированной РНК. Такая структу-
ра pri-miRNA еще в ядре распознается и отре-
зается от остального транскрипта ферментным 
комплексом, включающим белки Drosha и Pasha. 
В качестве вспомогательных компонентов это-
го комплекса могут присутствовать хеликазы 
и  гетерогенные ядерные рибонуклеопротеины 
(hnRNP). Менее распространенный путь  — 
процессинг без участия комплекса, то есть за 
счет механизма сплайсинга. Это происходит 
в тех случаях, когда область шпильки совпадает 
с границами вырезаемого интрона. Результатом 
процессинга pri-miRNA является фрагмент РНК 
длиной 60–70 нуклеотидов, называемый пре-
микроРНК (pre-miRNA). Этот фрагмент содер-
жит в своем составе двухцепочечный участок: 
две самокомплементарные облас ти, соединен-
ные петлей (terminal loop), и небольшой одно-
цепочечный участок на 3ʹ-конце. Совокупность 
этих элементов распознает белок экспортин-5 
в комплексе с малой ГТФазой Ran.

После образования комплекса Ran/ГТФ/экс-
портин-5/pri-miRNA происходит его перенос 
через поры ядерной мембраны в  цитоплазму. 
Здесь после гидролиза ГТФ-комплекс распа-
дается с  высвобождением молекулы РНК [2]. 
Экспорт из ядра представляет собой важный 
этап биогенеза miRNA. В цитоплазме струк-
турные элементы pri-miRNA представлены 
двухцепочечной шпилькой и  коротким неспа-
ренным участком на ее конце. pri-miRNA рас-
познает фермент Dicer. Он имеет в своем соста-
ве домен PAZ (распознает неспаренный конец 
шпильки), двухцепочечный РНК-связывающий 
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домен, хеликазный домен и два домена с актив-
ностью РНКазы III. После связывания и  пра-
вильного позиционирования Dicer на молекуле 
pri-miRNA РНКазные домены вносят два раз-
рыва в РНК возле петли, отрезая ее от шпильки. 
Образованный двухцепочечный РНК-продукт 
длиной около 22 нуклеотидов связывается бел-
ком Ago2 из семейства Argonaute. Ago2 сам по 
себе также обладает эндонуклеазной активно-
стью и в случае некоторых miRNA может осу-
ществлять процессинг pri-miRNA без участия 
Dicer. Из двух цепей РНК, образовавшихся по-
сле отщепления петли, только одна, называемая 
ведущей, остается связанной с Ago2, в то время 
как другая («пассажирская») диссоциирует от 
комплекса и, как правило, деградирует. Выбор 
ведущей цепи определяется структурой само-
го дуплекса: бoльшую вероятность остаться 
в комплексе с Ago2 имеет цепь, несущая неспа-
ренный участок на своем 5ʹ-конце. Комплекс 
Ago2 с  единичной цепью РНК, а  также с  бел-
ком GW182 обозначают как miRISC (miRNA-
induced silencing complex).

RISC-комплекс в  цитоплазме обеспечивает 
главный эффект miRNA  — подавление экс-
прессии генов, мРНК которых имеет участок, 
комплементарный последовательности miRNA. 
Такие гены называются мишенями для данной 
miRNA. Важнейшим этапом в выборе мишени 
является распознавание в  мРНК последова-
тельности, которая была бы комплементарна 
со 2-го по 8-й нуклеотиды miRNA. Последние 
образуют так называемую ключевую последо-
вательность miRNA. Комплементарность между 
ключевой последовательностью miRNA и  по-
следовательностью мРНК обеспечивает посадку 
RISC-комплекса на мРНК-мишень. Чаще всего 
такие участки комплементарности в  мРНК 
(сайты связывания miRNA) находятся в  3ʹ-не-
транслируемой области, то есть после белок-
кодирующей части. Посадка RISC-комплекса 
на мРНК-мишень может иметь разные послед-
ствия, которые зависят в том числе и от степе-
ни комплементарности между miRNA и мРНК. 
В случае полной комплементарности включает-
ся РНКазная активность Ago2, который разре-
зает мРНК в месте посадки. Такая мРНК быстро 
расщепляется клеточными рибонуклеазами. 
Прочие механизмы подавления трансляции не 
требуют полной комплементарности. В частно-
сти, рекрутирование белков GW182, CCR4-NOT 

и  PAN2-PAN3 обеспечивает отщепление от 
мРНК поли-А-сигнала, а  привлечение белков 
DCP1/2 ведет к  удалению кэпа [3, 4]. В обоих 
случаях мРНК становится нефункциональной 
и  в дальнейшем деградирует. Наконец, само 
по себе нахождение RISC-комплекса на мРНК 
препятствует посадке и продвижению рибосо-
мы. Следует отметить, что в отдельных случаях 
miRNA могут быть не репрессорами, а прямы-
ми активаторами трансляции, однако, насколь-
ко часто встречается такое «исключение», пока 
не совсем ясно [5]. Таким образом, miRNA в со-
ставе RISC-комплекса «выключают» экспрессию 
своих генов-мишеней, причем выбор мишеней 
определяется последовательностью miRNA, 
точнее наличием комплементарной ей после-
довательности в  мРНК. Одна и  та же miRNA 
может воздействовать на все мРНК, имеющие 
в  своей последовательности соответствующие 
сайты связывания. Более того, поскольку для 
посадки RISC-комплекса не требуется полной 
комплементарности, эти сайты могут иметь 
слегка различающиеся последовательности. 
Фактически miRNA являются исключительно 
универсальным механизмом подавления экс-
прессии и  поэтому задействованы в  регуля-
ции широкого спектра клеточных процессов 
(по разным оценкам, от 30 до 60 % генов чело-
века служат мишенями miRNA) [6, 7].

Методы обнаружения miRNA

Описаны различные методы обнаружения 
профилей miRNAs в  клетках разных типов: 
микрочипы ДНК, массивы на гранулах, коли-
чественная ПЦР в реальном времени. Принцип 
чипов основан на спаривании основ Ватсона 
и Крика. Чипы позволяют одновременно обна-
руживать несколько сотен miRNA. Панель 
зондов захвата олигонуклеотидов прикрепле-
на к  предметным стеклам, и  образец экстрак-
та РНК, обогащенный малыми молекулами 
РНК, гибридизуется с  этими зондами захвата. 
Поскольку miRNA короткие, может быть труд-
но нормализовать температуры плавления (ТП) 
зондов для того же эксперимента, сохраняя при 
этом достаточные чувствительность и  специ-
фичность. Эта проблема была решена за счет 
использования locked nucleic acids (заблокиро-
ванных нуклеиновых кислот — LNAs). LNA со-
держат по меньшей мере один мономер LNA, 
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то есть аналог нуклеиновой кислоты, в котором 
2ʹ-атом кислорода и  4ʹ-атом углерода рибозы 
«заблокированы» [8]. Каждый включенный 
мономер LNA увеличивает ТП дуплекса нукле-
иновой кислоты на 2–10 °C [9]. Таким образом, 
все зонды одного и  того же эксперимента, ре-
гулируя количество мономеров LNA, включен-
ных в  зонд захвата, можно нормализовать на 
уровне значения их ТП, несмотря на короткую 
miRNAs. Таким образом, были обнаружены 
многочисленные ассоциации с патологиями.

Массивы с  использованием шариков, такие 
как матрицы Luminex® Flex-miR, также позво-
ляют одновременно определять несколько со-
тен miRNA [10]. Зонды Exiquon с LNA связаны 
с  карбоксилированными полистирольными 
микросферами, которые содержат различные 
смеси двух флуоресцентных красителей, что 
дает возможность идентифицировать каждую 
микросферу (до 100) с  помощью проточного 
цитометра, потому что каждая микросфера 
имеет уникальный цвет. Каждая микросфе-
ра связана с  молекулой LNA, которая специ-
фична для  miRNA. С помощью зонда можно 
дифференцировать miRNA одного и  того же 
семейства. Общую РНК извлекают из образца, 
биотинилируют, а затем гибридизуют с микро-
сферами. Микросферы промывают, инкубиру-
ют с фикоэритрином – стрептавидином и ана-
лизируют с применением Luminex®. Анализатор 
может определять специфическую флуоресцен-
цию микросферы и  измерять интенсивность 
флуоресценции фикоэритрина  –  стрептавиди-
на, благодаря чему удается выделить miRNA, 
присутствующую в  образце. Этот тест позво-
ляет также получить количественные резуль-
таты, если калибровочная кривая проводится 
с  использованием соответствующих калибро-
вочных материалов, таких как синтетические 
олигонуклеотиды.

Для обнаружения miRNA можно также ис-
пользовать количественную ПЦР в  реальном 
времени (RT-qPCR). Количественная оцен-
ка зрелых miRNA обычно требует обратной 
транскрипции miRNA с помощью праймера со 
стволовой петлей [11]. Затем кДНК используют 
в реакции RT-qPCR. Смесь праймеров и дваж-
ды меченного зонда (TaqMan©) применяют 
для амплификации и  обнаружения желаемой 
кДНК. Зонд имеет 5ʹ-краситель и  3ʹ-гаситель. 
Во время ПЦР зонд связывается с  этой целе-

вой последовательностью. На стадии удлинения 
цикла ПЦР краситель высвобождается в  силу 
экзонуклеазной активности Taq-полимеразы; 
поскольку краситель и  гаситель были разде-
лены, происходит флуоресценция красителя. 
Первичные РНК и/или pre-miRNA могут быть 
количественно определены теми же методами, 
но такие анализы требуют точного выбора как 
праймеров, так и зондов [11].

MiRNA и колоректальный рак

Во всем мире колоректальный рак занима-
ет третье место по распространенности среди 
всех видов рака у мужчин и второе место у жен-
щин, а  также второе место в  качестве причи-
ны смертности среди онкологических больных. 
Раннее выявление колоректального рака может 
привести к  снижению показателей заболевае-
мости и  смертности, поскольку используемые 
в настоящее время методы скрининга позволя-
ют выявить симптомы и  признаки, связанные 
с  поздними стадиями заболевания. К сожале-
нию, вероятность благоприятного исхода после 
появления клинической симптоматики состав-
ляет 50 %, в то время как при раннем диагнозе 
могут быть достигнуты значения, превышаю-
щие 80 %. Общепринятыми методами скринин-
га колоректального рака являются обнаружение 
скрытой крови в кале, пальцевое исследование 
прямой кишки, ирригоскопия и колоноскопия. 
Все перечисленные методы, несмотря на их ши-
рокую доступность, не позволяют выявить нео-
пластические изменения в  стенках кишечника 
на ранних этапах развития рака, поэтому по-
иски более чувствительных методов выявления 
рака приоритетны для многих исследователей.

Маркеры в кале
В различных исследованиях выявляли ДНК 

в  фекалиях для количественного определения 
значений различных miRNA. Link et al. обна-
ружили избыточную экспрессию miRNA-21 
и miRNA-106a при колоректальном раке и аде-
номе толстой кишки по сравнению со здоро-
выми лицами [12]. Kalimutho et al. выполняли 
гиперметилирование промотора miRNA-34b/c 
в кале и показали, что до 75 % пациентов с ко-
лоректальным раком имели гиперметилирова-
ние их промотора, которое коррелировало со 
стадией опухоли. Исследователи предложили 
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определять аберрантное метилирование в кале 
miRNA-34b/c в качестве диагностического мар-
кера. В  нормальных условиях miRNA-34b/c 
 подавляет рост опухоли, вызывая апоптоз 
и останавливая клеточный цикл. Следовательно, 
аберрантное метилирование miR-34b/c, при-
сутствующего в  97,5 % колоректальных ново-
образований, позволило бы останавливать 
пролиферацию клеток [13]. Аналогично была 
обнаружена избыточная экспрессия miR-20a, 
miR-21, miR-92, miR-96, miR-106a, miR-203 
и miR-326 в кале у пациентов с колоректальным 
раком, тогда как на поздних стадиях заболева-
ния уровни miR-16, miR-125b, miR-126, miR-143, 
miR-144, miR-145, miR-320 и  miR-484-5p были 
низкими [14]. Koga et al. установили значения 
чувствительности (70 и  46 %) и  специфично-
сти (81 и 95 %) miRNA-17-92 и miRNA-135 [15]. 
Хотя различные авторы показывают, что опре-
деление miRNA в кале может служить диагно-
стическим маркером при колоректальном раке, 
необходимы дальнейшие исследования для под-
тверждения этих новых маркеров. Необходимо 
также стандартизировать сбор образцов и  их 
обработку [16].

Тканевые маркеры
Было замечено, что почти 300 miRNA изме-

нены в  образцах опухолей толстой кишки по 
сравнению с  нормальной слизистой оболоч-
кой [17]. Приблизительно 50 различных miRNA 
были описаны в  клетках колоректального 
рака. Сверхэкспрессированные miRNA связа-
ны с  хромосомными областями, амплифици-
рованными в  новообразованиях этого типа, 
тогда как miRNA, которые экспрессируются 
в  физиологических условиях, связаны с  хро-
мосомными облас тями, которые часто удаля-
ются  [16]. В медицинской литературе пред-
ставлены различные сверхэкспрессированные 
miRNA в  колоректальных новообразованиях: 
miR-15b, miR-17-5p, miR-19a, miR-20, miR-21, 
miR-29a, miR- 31, miR-92, miR-96, miR-135b, 
miR-148a, miR-181b, miR-182, miR-183, miR-191, 
miR-200b, miR-200c и miR-212. С другой сторо-
ны, определены miRNA с пониженной экспрес-
сией: miR-1, miR-9-1, miR-30a-3p, miR-30a-5p, 
miR-30c, miR-34a, miR-34b, miR-34c, miR-126, 
miR-129, miR-133a, miR-133b, miR-137, miR-139, 
miR-143, miR-145, miR-195, miR-342, miR-422a, 
miR-422b и let-7a-1 [18–20].

Маркеры в периферической крови
В периферической крови miRNA располо-

жены в  структурах, называемых экзосомами 
или микровезикулами. Аберрантную экспрес-
сию miRNA в крови можно использовать в ка-
честве маркера при колоректальном раке  [21]. 
Chen et al. обнаружили существование несколь-
ких miRNA в сыворотке пациентов с колорек-
тальным раком, которых не было у  здоровых 
людей  [22]. Ng et al. идентифицировали пять 
miRNA (miR-17-3p, -92, -95, -135b, -222), ко-
торые были сверхэкспрессированы как в  сы-
воротке, так и  в опухолевой ткани пациентов 
с  колоректальным раком, и, кроме того, под-
твердили, что уровень miR-17-3p и  miR-92a 
в  плазме снижался в  послеоперационном пе-
риоде. Они пришли к выводу, что miR-92 обла-
дает хорошей чувствительностью (89 %) и спе-
цифичностью (70 %) при колоректальном раке, 
поэтому его можно использовать при скринин-
ге этого заболевания [23]. В исследовании, ко-
торое включало 100 случаев колоректального 
рака, 37 аденом толстой кишки и 59 здоровых 
пациентов, были получены статистически зна-
чимые значения для miR-92a и  miR-29a с  чув-
ствительностью 84 % и  специфичностью 71 %. 
Площадь под кривой для miRNA-92a соста-
вила 0,838 (95 %  доверительный интервал  — 
0,775–0,900) при сравнении между здоровыми 
людьми и пациентами с колоректальным раком. 
Кроме того, ученые нашли связь между стади-
ей колоректального рака по TNM и  уровнем 
miR-29a  [24]. Pu et al. оценивали экспрессию 
miR-21, miR-221 и miR-222 с помощью qRT-PCR 
в 103 случаях колоректального рака и у 37 здо-
ровых добровольцев [25]. miRNA оказалась 
полезной и  в  отношении распознавания про-
грессирующей колоректальной аденомы, что по-
зволяет проводить диагностику заболевания на 
ранних стадиях: увеличение miR-29a и miR-92a 
было значительным по сравнению с  контро-
лем. В той же линии исследований Kanaan et al., 
изучая  380 miRNA, обнаружили, что восемь 
miRNA (miR-532-3p, miR-331, miR-195, miR-17, 
miR-142-3p, miR-15b, miR-532 и miR-652) были 
сверхэкспрессированы у пациентов с колорек-
тальными полипами по сравнению со здоро-
выми людьми [26]. Было подтверждено, что 
определение miR-141, связанное с выявлением 
раково-эмбрионального антигена, способство-
вало бы обнаружению метастазов в печени [27]. 
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Недавно было высказано предположение, что 
miR-29a можно использовать в качестве марке-
ра для дифференцировки колоректального рака 
с метастазами в печени [28]. Эти технологиче-
ские достижения позволили ученым провести 
разнообразные исследования, направленные на 
определение различных miRNA. Применение 
микрочипов показало, что различные miRNA, 
присутствующие в  опухолевых клетках при 
колоректальном раке, могут служить индика-
торами при прогнозировании развития забо-
левания, улучшения выживаемости после хи-
мио- и лучевой терапии [29]. Благодаря ранней 
диагностике рака ободочной и  прямой кишки 
удается лечить заболевание на начальных ста-
диях, что делает это новообразование потен-
циально излечимым, поэтому независимо от 
метода любая процедура ранней диагностики 
лучше, чем отсутствие какого-либо  скрининга.

использование miRNA в клинике

Количество доклинических исследований, 
основанных на определении miRNA, которые 
показали улучшенный или сходный эффект по 
сравнению с  традиционными методами лече-
ния, все время увеличивается. Использование 
miRNA может иметь различные технические 
преимущества.
1. miRNA представляют собой регуляторные 

элементы, которые могут воздействовать 
одновременно на несколько мРНК и, сле-
довательно, влиять на разные компоненты 
одного и того же молекулярного сигнально-
го пути или даже на разные пути. Это сво-
дит к минимуму возможность компенсации 
другими избыточными путями или другими 
белками из того же семейства.

2. В отличие от мРНК, зрелые miRNA уже яв-
ляются непосредственно функциональным 
продуктом гена и  не требуют какого-либо 
другого типа регуляции транскрипции для 
осуществления своей функции.

3. Наконец, miRNAs стабильны в  заморожен-
ной ткани, а также в образцах тканей, фик-
сированных в  формалине и  парафине. Это 
позволяет извлекать их с помощью стандар-
тизированных методов оценки, таких как ко-
личественная ПЦР, в любое время во время 
лечения пациента.
Применение miRNA в клинической практи-

ке уже стало реальностью. В области онкологии 

первой молекулой, вступившей в клиническую 
фазу, был MIRX34. Это соединение имитирует 
miR-34, miRNA с  функцией подавления опу-
холи, экспрессия которой снижается во мно-
жестве опухолей. Одно из ограничений этих 
соеди нений заключается в том, что при введе-
нии венозным путем и  без какого-либо типа 
инкапсуляции их распределение сосредоточено 
в основном в печени, где они очень эффектив-
ны, но быстро метаболизируются и выводятся 
из организма, что ограничивает их терапевтиче-
ский потенциал в других тканях. Следовательно, 
для улучшения биораспределения miRNA необ-
ходимо расширять исследования: возможно их 
инкапсулирование в везикулярные наночасти-
цы, изготовленные из биосовместимых мате-
риалов, что обеспечит большую стабильность 
и постоянство в кровотоке.

заключение

miRNA являются опухолевыми маркерами, 
вызывающими большой интерес для использо-
вания в клинической практике. Биологические 
роли miRNA обеспечивают реальную физиопа-
тологическую основу для их связи с прогнозом 
или терапевтического мониторинга опухоли. 
В этом смысле ингибирование miRNA с помо-
щью «антагомиров» открывает привлекатель-
ную терапевтическую перспективу. Однако 
многие вопросы о применении этих биомарке-
ров в патологии остаются без ответа. Например, 
каков уровень экспрессии miRNA в первичных 
опухолях, вторичных опухолях или метастазах 
для данного пациента? Исследования в  этом 
направлении могут помочь в  будущем в  клас-
сификации, диагностике и лечении опухолевых 
патологий.
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