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МиРНК – это одноцепочечные РНК длиной около 22 нуклеотидов, которые комплементарно (или 
частично комплементарно) связываются с мРНК, что приводит к ее разрушению или к ингибирова-
нию трансляции с нее. Этот регуляторный механизм посттранскрипционного подавления экспрес-
сии генов присутствует, по-видимому, у всех эукариот. МиРНК происходят в результате процесса 
созревания РНК-предшественников, имеющих структуру «шпильки» и являющихся, как правило,  
продуктом транскрипции РНК-полимеразой II особых генов. МиРНК играют важную роль в сложной 
пространственной и временной регуляции активности генов, поскольку определяют качественный и 
количественный состав транскриптов и, соответственно, белков, необходимых для развития отдельных 
тканей, органов и всего организма у животных и растений. Цель обзора – продемонстрировать недав-
ние результаты экспериментальных исследований геномной организации миРНК-генов (в основном 
человека и животных) и закономерностей их экспрессии, биогенеза миРНК и молекулярных механиз-
мов их взаимодействия с мРНК белоккодирующих генов, а также подчеркнуть роль компьютерных 
биоинформационных методов при выявлении миРНК-генов и распознавании их мРНК-мишеней.  

Список сокращений:

дцРНК – двухцепочечная РНК;
киРНК – «короткие интерферирующие РНК», 

перевод английского термина «short (иног-
да small) intefering RNA» (сокращенно – 
siRNA);

киРНП – нуклеопротеиновый комплекс, содер-
жащий киРНК и белки;

мРНК – матричная РНК
миРНК – микроРНК;
миРНП – нуклеопротеиновый комплекс, содер-

жащий миРНК и белки;
прай-миРНК – (pri-miRNA), длинный первич-

ный транскрипт, формирующий сложную 
вторичную структуру из шпилек различного 
размера и порядка;

пре-миРНК – (pre-miRNA), молекула-предшес-
твенник миРНК, имеет форму «шпильки»; 

ТФ – транскрипционный фактор 
EST – Expressed Sequence Tag (прочитанный 

фрагмент экспрессированной последова-
тельности, т. е. кДНК)

MRE – (MiRNA Responsive Element), учас-

ток в мРНК-мишени, взаимодействующий  
с миРНК;

PTGS – Post-Transcriptional Gene Silencing (пост- 
транскрипционный сайленсинг генов);

RISC – RNA-induced silencing complex (нук-
леопротеиновый комплекс, содержащий 
миРНК или киРНК и белки;

RNAi – РНК-интерференция.

Введение

Регуляция активности генов эукариот осу-
ществляется как на уровне мРНК, так и на 
уровне белка посредством модуляции целого 
ряда процессов, начиная с генерации продуктов 
транскрипции или трансляции соответственно  
и заканчивая деградацией этих продуктов.  
В последнее время в эту регуляторную систе-
му был включен новый компонент: регуляция 
трансляционной эффективности мРНК или 
скорости их деградации, осуществляемая мик-
роРНК. Первая микроРНК lin-4 была открыта в 
1993 г. у нематоды Caenorhabditis elegans. Эта 
миРНК является продуктом одного из гетеро-
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хроничных генов, контролирующих переход с 
первой личиночной стадии на вторую. Было 
показано, что этот ген не кодирует белок, а про-
изводит пару коротких одноцепочечных РНК 
длиной 22 и 61 нуклеотидов. Сопоставление 
структур этих РНК позволило заключить, что 
более длинная молекула способна складываться 
в шпилечную структуру и являться предше-
ственником короткой. Обнаружение множес-
твенных участков, комплементарных зрелой 
РНК lin-4, в 3′-нетранслируемом районе мРНК 
другого гетерохроничного гена lin-14, находя-
щегося в эпистатических отношениях с геном 
lin-4 (Wightman et al., 1991), позволило пред-
положить механизм регуляции экспрессии гена 
lin-14 посредством ингибирования трансляции 
его белка короткой РНК, продуцируемой геном 
lin-4 (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993; Olsen, 
Ambros, 1999). Семь лет спустя у C. elegans 
была открыта еще одна регуляторная малая  
РНК – let-7, продукт другого гетерохроничного 
гена, регулирующего переход с поздней личи-
ночной стадии во взрослую (Reinhart et al., 2000).  
В 2001 г. было показано, что эти РНК принадле-
жат к большому классу малых белок-некодиру-
ющих РНК,  названных микроРНК (миРНК).  
К настоящему времени миРНК выявлены у раз-
личных организмов и, как было продемонстри-
ровано, имеют высокую степень эволюционного 
консерватизма структуры (Lau et al., 2001; Lee, 
Ambros, 2001; Lagos-Quintana et al., 2001). 

МиРНК – это одноцепочечные РНК длиной 
около 22 нуклеотидов (Ambros et al., 2003а), 
которые комплементарно (или частично комп-
лементарно) связываются с мРНК, что приводит 
к разрушению этой мРНК или к ингибированию 
трансляции с нее. Оба эти эффекта приводят 
в конечном счете к снижению содержания 
белкового продукта гена, т. е. к подавлению 
его экспрессии, и поэтому названы посттранс-
крипционным сайленсингом генов (PTGS от 
Post-Transcriptional Gene Silencing) (Fire, 1999). 
По историческим причинам термин PTGS чаще 
применяется для растений, а для животных 
кроме него используется также термин РНК-ин-
терференция (RNAi от RNA interference) (Fire et 
al., 1998; Fire, 1999; Hammond et al., 2000; 2001а; 
Zamore, 2001; Аравин и др., 2002а, б; Agrawal 

et al., 2003; Dyrxhoorn et al., 2003; Yekta et al., 
2004; Filipowicz et al., 2005). 

PTGS является фундаментальным регуля-
торным механизмом, присутствующим, по-ви-
димому, у всех эукариот (Hammond et al., 2001а; 
Cerutti, 2003; Dykxhoorn et al., 2003; Finnegan, 
Matzke, 2003; Bartel, 2004; Ding et al., 2004). 
Этот механизм основан на комплементарных 
взаимодействиях  между мРНК и одноцепочеч-
ными РНК, процессируемыми из небольших 
молекул двухцепочечной РНК (дцРНК). ДцРНК 
могут происходить из нескольких эндогенных 
источников (рис. 1) – прежде всего экспресси-
роваться с генов миРНК (Bartel, 2004; Ambros, 
2004), а также могут возникать в результате 
деятельности мобильных генетических элемен-
тов (Aravin et al., 2001; Аравин и др., 2002а, б; 
Aravin et al., 2003; Sijen et al., 2003; Smalheiser, 
Torvik, 2005) или репликации вирусов (Li et al., 
2002), или случайной транскрипции в разных 
направлениях геномных повторов (Mette et 
al., 2000; Djikeng et al., 2001; Reinhart, Bartel, 
2002; Aravin et al., 2003). Во всех случаях, когда 
короткие дцРНК происходят не в результате 
транскрипции генов миРНК, а также в случае 
их экзогенного происхождения, т. е. при экспе-
риментальном введении их в клетку, их принято 
называть короткими интерферирующими РНК, 
запускающими процесс RNAi (Elbashir et al., 
2001а, b; Zamore, 2001; Bartel, 2004). Необ-
ходимо отметить, что область биологии, рас-
сматривающая клеточные процессы с участием 
двухцепочечных РНК, настолько молода, что 
большинство терминов еще не имеют устояв-
шихся русских эквивалентов. Поэтому в нашем 
обзоре мы предлагаем для термина «короткие 
интерферирующие РНК», являющегося перево-
дом английского термина «short (иногда small) 
interfering RNA» (сокращенно – siRNA), русское 
сокращенное обозначение – киРНК.  

МиРНК и киРНК имеют общий центральный 
биогенез и могут выполнять взаимозаменяемые 
биохимические функции, однако эти два клас-
са РНК, сайленсирующих экспрессию генов, 
имеют важные различия, относящиеся к их 
происхождению, степени их эволюционной 
консервативности и типу генов, подвергаемых 
сайленсингу (Shi, 2003; Bartel, 2004) (рис. 1).
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Рис. 1. Общая схема происхождения и функций малых двухцепочечных РНК (миРНК и киРНК) в эукари-
отической клетке (см. подробности в тексте).

Во-первых, миРНК происходят от геномных 
локусов, не имеющих никакого отношения  
к генам, с транскриптами которых эти миРНК 
взаимодействуют, тогда как киРНК могут обра-
зовываться непосредственно из тех же мРНК, 
а также РНК-интермедиатов транспозонов  
и вирусов, на которые они оказываются наце-
ленными в результате созревания. Во-вторых, 
миРНК созревают из транскриптов, имеющих 
структуру «шпильки», тогда как в созревание 
киРНК может быть вовлечен любой сегмент 
длинной дцРНК. В-третьих, с каждой «шпиль-
ки» молекулы-предшественника миРНК ге-
нерируется единственный дуплекс из миРНК  
и комплементарной ей  цепи, тогда как длинная 
молекула дцРНК может дать начало множеству 
различных киРНК. В-четвертых, последова-
тельности миРНК достаточно консервативны 
у родственных организмов, в то время как по-
нятие консервативности даже для эндогенных 
киРНК вряд ли применимо (Bartel, 2004).

В отношении биогенеза и функций в процес-
се PTGS между миРНК и киРНК наблюдается 
значительное сходство. МиРНК в цитоплазме 

находятся в составе миРНП (рибонуклеопро-
теинового) комплекса (Mourelatos et al., 2002; 
Schwarz, Zamore, 2002), который сходен, если 
не идентичен, нуклеопротеиновому комплексу 
RISC (RNA-induced silencing complex), в кото-
ром расщепление мРНК-мишени направляется 
с помощью киРНК (Hutvagner, Zamore, 2002а; 
Mourelatos et al., 2002). Сходство между нуклео- 
протеиновыми комплексами, содержащими 
миРНК или киРНК, наблюдается также в их оди- 
наковой чувствительности к ингибиторам –  
микрококковой нуклеазе и вирусному фактору 
P1/HC-Pro (Kasschau et al., 2003). В настоящее 
время название RISC стало общим для описания 
как миРНК-содержащего, так и киРНК-содер-
жащего комплексов (Bartel, 2004; Murchison, 
Hannon, 2004). Если же необходимо подчеркнуть 
различия между RISC, связанными с миРНК 
или киРНК, то используются названия miRISC 
и siRISC соответственно (Lee et al., 2004b).

МиРНК играют важную роль в сложной 
пространственной и временной регуляции ак-
тивности генов, поскольку определяют качест-
венный и количественный состав транскриптов 
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и, соответственно, белков, необходимых для 
развития отдельных тканей, органов и всего 
организма у животных и растений (Bartel, 2004; 
Hwang, Mendell, 2006). Они участвуют также  
в ряде процессов функционирования взрослого 
организма. МиРНК осуществляют свою регуля-
торную функцию на уровне, предшествующем 
синтезу белка, тонко модулируя использование 
разных частей транскриптома многоклеточного 
организма для формирования необходимого для 
конкретной клетки спектра белков – протео-
ма. Таким образом, миРНК являются новыми 
необходимыми компонентами генных сетей 
и молекулярно-генетических систем в целом 
(Finnegan, Matzke, 2003; Bartel, 2004; Bartel, 
Chen, 2004).

Целью нашего обзора является не просто 
изложить полученные в основном за последние 
три года результаты экспериментальных иссле-
дований геномной организации миРНК-генов 
человека и животных, закономерностей регуля-
ции их экспрессии, биогенеза миРНК, молеку-
лярных механизмов их взаимодействия с мРНК 
белок-кодирующих генов, но также показать 
вклад компьютерных биоинформационных ме-
тодов, благодаря которым в значительной мере 
были достигнуты успехи в выявлении спектра 
орто- и паралогичных миРНК-генов и рас-
познавании их мРНК-мишеней. Эффективное 
сочетание экспериментальных и компьютерных 
подходов позволило добыть ценнейшие данные 
о роли миРНК человека и животных в регуляции 
дифференциальной экспрессии генов.

1.  ГЕНЫ, КОДИРУЮЩИЕ миРНК

1.1. Геномная организация

После открытия первых миРНК у нематоды 
были предприняты интенсивные усилия по 
экспериментальному выявлению миРНК у раз-
личных организмов с помощью клонирования 
молекул РНК размером около 22 нуклеотидов 
и их более длинных предшественников. Это 
позволило выявить множество миРНК-генов  
у нематоды (Lau et al., 2001; Lee, Ambros, 2001), 
а также у дрозофилы и человека (Lagos-Quintana 
et al., 2001).

В результате дальнейших экспериментов 
было идентифицировано множество новых 
миРНК в геномах человека (Mourelatos et al., 
2002; Dostie et al., 2003; Lagos-Quintana et al., 
2003; Michael et al., 2003; Calin et al., 2004; 
Esau et al., 2004; Poy et al., 2004; Bentwich et 
al., 2005c; Cummins et al., 2006), макаки-резуса 
(Miska et al., 2004) и других приматов (Berezikov 
et al., 2005), у грызунов – мыши (Lagos-Quintana 
et al., 2002, 2003; Dostie et al., 2003; Houbaviy et 
al., 2003; Kim et al., 2004; Mansfield et al., 2004) 
и крысы (Kim et al., 2004; Miska et al., 2004),  
у рыбы Danio rerio (Lim et al., 2003b; Kloosterman 
et al., 2006), у беспозвоночных – нематоды 
(Ambros et al., 2003b; Johnston, Hobert, 2003;  
Lim et al., 2003a; Ohler et al., 2004) и дрозофилы 
(Aravin et al., 2003; Brennecke et al., 2003; Lai 
et al., 2003), в геномах растений (подробнее 
в Омельянчук и др., 2005). Гены для миРНК 
были найдены также в геномах вирусов Эпш-
тейна-Барра (Pfeffer et al., 2004; Cai et al., 2006) 
и ВИЧ-1 (Omoto et al., 2004), герпес-вируса, 
ассоциированного с саркомой Капоши (Cai et 
al., 2005; Pfeffer et al., 2005), γ-герпес-вируса 
68 (Pfeffer et al., 2005; Grundhoff et al., 2006)  
и цитомегаловируса (Dunn et al., 2005; Grey et 
al., 2005; Pfeffer et al., 2005).

Основные критерии для помещения сведе-
ний о миРНК-кандидатах в общедоступных 
базах данных, выдвигающие определенные тре-
бования к описанию экспрессии и биогенеза этих 
кандидатов, были выработаны в результате спе-
циальной согласительной работы специалистов 
и оформлены в виде единой системы аннотации 
миРНК (Ambros et al., 2003а). Удовлетворяющие 
этим критериям последовательности миРНК 
разных организмов собраны в базе данных 
Rfam, что позволяет систематизировать обоз-
начения и описания биологических характе-
ристик вновь выявляемых миРНК (http://www.
sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna/index.shtml) 
(Griffiths-Jones, 2004). В последствии данные 
из этого репозитория были перегруппированы 
в базу данных miRBase, содержащую теперь 
регистр миРНК, данные об их последова-
тельностях и сведения об их мишенях, что 
позволило создать автоматизированную сис-
тему предсказания генов-мишеней для миРНК  
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во вновь секвенированных геномах животных 
(Griffiths-Jones et al., 2006). К моменту напи-
сания данная база содержала аннотацию для 
3845 миРНК животных, среди которых при-
сутствуют 114 миРНК Caenorhabditis elegans,  
79 – C. briggsae, 78 – Drosophila melanogaster,  
73 – D. pseudoobscura, 38 – Anopheles gambiae,  
25 – Apis mellifera ,  372 – Danio rerio,  
130 – Fugu rubripes, 131 – Tetraodon nigroviridis,  
7 – Xenopus laevis, 177 – Xenopus tropicalis,  
144 – Gallus gallus, 340 – Mus musculus,  
234 – Rattus norvegicus, 33 – Bos taurus,  
4 – Ovis aries, 54 – Sus scrofa, 6 – Canis familiaris,  
16 – Lemur catta, 48 – Lagothrix lagotricha,  
42 – Saguinus labiatus, 71 – Macaca mulatta,  
75 – Macaca nemestrina, 86 – Gorilla gorilla,  
84 – Pongo pygmaeus, 89 – Pan paniscus, 83 – Pan 
troglodytes, 462 – Homo sapiens (http://microrna.
sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/browse.pl).

Похожий тайванский проект, названный 
miRNAMap, также стремится интегрировать 
сведения о структуре экспериментально 
подтвержденных и предсказанных миРНК-
генов, зрелых миРНК и их мРНК-мишеней 
(Hsu et al., 2006).

Изучение структуры и геномной организа-
ции этих генов позволило выявить несколько 
важных закономерностей. Во-первых, одна и 
та же последовательность миРНК может быть 
кодируема несколькими генами, образующими 
семейство паралогичных генов (Lagos-Quintana 
et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee, Ambros, 2001). 
При этом последовательности паралогичных 
генов в районах, окружающих последователь-
ности зрелых миРНК, могут значительно разли-
чаться (Griffiths-Jones, 2004). Гены, кодирующие 
идентичные миРНК (как и сами зрелые миРНК), 
называются одинаково и различаются только 
номером, идущим после дефиса, например, 
miR-6-1 и miR-6-2. Различающиеся на один 
или два нуклеотида зрелые миРНК и гены, их 
кодирующие, обозначаются также одинаково, 
но после номера добавляется латинская бук-
ва, например let-7a-1, let-7a-2, let-7a-3, let-7b,  
let-7c, let-7d, let-7e, let-7f-1, let-7f-2 у человека.

Во-вторых, миРНК-гены расположены  
в геноме, как правило, в районах между белок-
кодирующими генами, т. е. представляют собой 

независимые транскрипционные единицы 
(Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee, 
Ambros, 2001). Иногда они могут быть распо-
ложены в интронах белок-кодирующих генов,  
и тогда их транскрипция происходит совмест- 
но с пре-мРНК этих генов (Aravin et al., 2003; 
Lagos-Quintana et al., 2003; Ying, Lin, 2004). 

В-третьих, многие миРНК-гены органи-
зованы в кластеры и транскрибируются как 
мультицистронные первичные РНК-продукты 
(Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee 
et al., 2002; Mourelatos et al., 2002; Seitz et al., 
2003; 2004b; Tanzer, Stadler, 2004). Особенно 
это характерно для миРНК-генов дрозофилы, 
причем кластеры могут быть локализованы как 
в межгенных промежутках, так и в интронах 
(Aravin et al., 2003). Кластеры могут состоять 
только из паралогичных миРНК-генов, но могут 
содержать и миРНК-гены из разных семейств 
(Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001).

В-четвертых, большинство последователь-
ностей зрелых миРНК консервативно у близких 
видов (Lagos-Quintana et al., 2003; Lim et al., 
2003a, 2003b). Многие консервативны даже  
у очень отдаленных видов, например, одна треть 
миРНК C. elegans имеет ортологи у дрозофилы 
и человека (Ambros et al., 2003b; Lim et al., 
2003a) (рис. 2).  

Число членов семейства миРНК-генов может 
быть разным у разных видов: так, у C. elegans 
для let-7 есть 4 гена, у человека – 15, у дрозофи-
лы – 1 (Pasquinelli et al., 2000; Aravin et al., 2003; 
Lai et al., 2003; Lim et al., 2003a). Консерватизм 
наблюдается иногда и в геномной организации 
кластеров ортологичных миРНК-генов (Aravin 
et al., 2003; Lagos-Quintana et al., 2003; Sempere 
et al., 2003).

Необходимо отметить, что к настоящему 
времени не известно ни одной общей миРНК 
у растений и животных. Этот факт ведет  
к предположению, что основные белковые 
компоненты биохимической машины для PTGS 
с участием миРНК возникли до расхожде-
ния этих групп многоклеточных организмов,  
а собственно миРНК-гены – уже после. Одним 
из механизмов возникновения миРНК-генов 
могла быть частичная дупликация последова-
тельностей генов-мишеней, как это было пред-
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положено для миРНК-генов miR161 и miR163  
у арабидопсиса (Allen et al., 2004). По-видимо-
му, эволюция миРНК-генов протекала незави-
симо у животных и растений. Однако механизм 
эволюции миРНК был одинаков: это последо-
вательные дупликации/потери и функциональ-
ной дивергенции с адаптацией к клеточным 
процессам и регуляторным системам (Tanzer, 
Stadler, 2004). Например, выделяют три основ-
ных эволюционных «взрыва» возникновения 
миРНК-генов: первый предшествовал разде-
лению первично- и вторичноротых, второй –  
в линии, ведущей к возникновению позвоноч-
ных, и третий совпадает с возникновением пла-
центарных млекопитающих (Hertel et al., 2006).

1.2. Компьютерные методы идентификации 
генов миРНК 

После первых успехов в обнаружении  
и изучении большого разнообразия миРНК  
и множества кодирующих их паралогичных 
и ортологичных генов встал вопрос: сколько 
вообще имеется миРНК и их генов в отде-
льных геномах. Стало ясно, что возможности 
экспериментальных подходов для идентифи-
кации миРНК и их генов имеют естественные 
ограничения, так как разновидности миРНК 
с очень слабой экспрессией или экспрессией, 
приуроченной к особым условиям, редкому 

Рис. 2. Структура предшественников ортологичных миРНК.
а – let-7 (модифицировано из Pasquinelli et al., 2000); б – MIR-1 (из Moss, 2002) у трех видов.

типу клеток или к очень короткой критической 
стадии, как правило, не поддаются выявлению 
(Ambros, 2004). 

Поэтому следующий этап идентификации 
миРНК-генов в геномах связан с разработкой 
компьютерных подходов и комбинированием их 
с экспериментальными в интерактивном режи-
ме взаимодействия (Kim, Nam, 2006). Прежде 
всего были применены методы поиска сходных 
нуклеотидных последовательностей по всему 
геному или в близких геномах для исчерпываю-
щего выявления паралогичных и ортологичных 
миРНК-генов и их кластеров (Pasquinelli et al., 
2000; Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 
2001; Lee, Ambros, 2001). Другим критерием 
для выявления миРНК-генов была способность 
консервативных последовательностей, распо-
ложенных вне белок-кодирующих районов, 
формировать стабильные шпилечные структу-
ры. На основе этого алгоритма был разработан 
компьютерный алгоритм MiRscan, с помощью 
которого были идентифицированы новые 
миРНК-гены в геномах C. elegans и C. briggsae 
(Lim et al., 2003а; Ohler et al., 2004). Успешные 
попытки предсказать в геноме C. elegans новые 
миРНК-гены биоинформатическими методами 
в сочетании с экспериментальной проверкой 
кандидатов были описаны еще в ряде работ 
(Ambros et al., 2003b; Grad et al., 2003). Для  
D. melanogaster и D. pseudoobscura также уда-
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лось выявить 48 новых миРНК, консервативных 
у других насекомых, нематод и позвоночных,  
с помощью алгоритма MiRseeker, основанного 
на сходных принципах (Lai et al., 2003).

Алгоритм MiRscan, первоначально разра-
ботанный для поиска миРНК-генов нематоды, 
показал свою эффективность и для геномов поз-
воночных (человека, мыши, рыбы Danio rerio), 
в частности, с его помощью были предсказаны 
107 новых миРНК-генов в геноме человека, 
52 из которых  были затем экспериментально 
подтверждены (Lim et al., 2003b). В дальнейшем 
при использовании сходного алгоритма при 
более тщательном анализе соответствующих 
геномов были выявлены еще 15 потенциальных 
миРНК-генов у человека и 45 у мыши, для боль-
шинства которых были предсказаны ортологи 
у крысы (Weber, 2005).

Свойство пре-миРНК животных формиро-
вать шпилечные структуры определенного раз-
мера и типа, по-видимому, является самым уни-
версальным. Применение только одного этого 
критерия позволило выявить 5 потенциальных 
миРНК-генов в геноме вируса иммунодефицита 
человека (ВИЧ-1) (Bennasser et al., 2004), один 
из которых был независимо обнаружен экспе-
риментально (Omoto et al., 2004).

Алгоритмы предсказания миРНК-генов, 
разработанные для одного таксона животных, 
оказываются пригодными при анализе геномов 
практически всех животных, однако не могут 
быть применены к растениям, поскольку шпи-
лечные структуры их пре-миРНК более гетеро-
генны как по длине (от 64 до 303 нуклеотидов), 
так и по топологии (Bartel B., Bartel D., 2003). 
Подробнее об этом написано в обзоре (Омель-
янчук и др., 2005).

Как правило, авторы работ по компьютерной 
идентификации миРНК-генов пытаются также 
оценить общее число этих генов в том или ином 
геноме. Например, предполагается, что в геноме 
человека может присутствовать от 200–255 (Lim 
et al., 2003b) до 800 миРНК-генов (Bentwich 
et al., 2005c), C. elegans – 103–120 (Ambros et 
al., 2003b; Lim et al., 2003a; Ohler et al., 2004), 
D. melanogaster – 96–124 (Lai et al., 2003). Не-
обходимо отметить, что оценки, полученные 
вышеописанными методами, в значительной 

мере зависят от способа их вычисления, в  
частности, от алгоритмов селекции кандидатов 
исходя из оценок степени филогенетического 
консерватизма, оценок нуклеотидного сходства 
или расчетов вторичной структуры предшест-
венников. Действительно, применение более 
тонких и чувствительных алгоритмов при  
скрининге геномов животных позволяет выяв-
лять все новые и новые миРНК-гены (Legendre 
et al., 2004; Berezikov et al., 2005; Bentwich et al., 
2005b; Nam et al., 2005; Xue et al., 2005). 

Необходимо отметить, что большинство 
современных работ по идентификации миРНК-
генов являются сочетанием компьютерного 
анализа в масштабах целых геномов с экспе-
риментальной проверкой наиболее значимых 
кандидатов (Lai et al., 2003; Ohler et al., 2004; 
Berezikov et al., 2005, 2006). Например, в одной 
работе были применены комбинирование био-
информатического предсказательного метода  
и выявление экспрессии кандидатов с помо-
щью ДНК-биочип-анализа и последователь-
ность-направленного клонирования (Bentwich 
et al., 2005с). 

Самый распространенный метод проверки – 
нозерн-блот-гибридизация, адаптированная 
для выявления малых молекул РНК. Однако  
в некоторых случаях не удается получить этим 
методом экспериментальные подтверждения 
для многих предсказанных миРНК и, соот-
ветственно, их генов. Эти неподтвержденные  
миРНК могут не выявляться как из-за того, 
что уровень их экспрессии не достигает поро-
га чувствительности метода, так и из-за того, 
что они являются ложными предсказаниями 
недостаточно совершенного алгоритма. Чтобы 
разобраться в этом, исследователи применяют 
более чувствительные методики, такие, как 
приготовление из коротких РНК специальных 
кДНК-библиотек и их анализ с помощью по-
лимеразной цепной реакции с применением 
специфичных праймеров (Kim, Nam, 2006). 
Таким образом удается получить более надеж-
ные оценки чувствительности и специфичности 
биоинформатических алгоритмов и оперативно 
совершенствовать эти алгоритмы (Grad et al., 
2003; Lim et al., 2003а). Такое взаимодействие 
между экспериментальными и компьютерными 
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подходами позволяет значительно ускорить 
работы по идентификации миРНК-генов и пред- 
принимать более глубокие исследования зако-
номерностей их геномной организации в секве-
нированных и секвенируемых геномах.

2. БИОГЕНЕЗ миРНК
2.1. Транскрипция генов миРНК

Биогенез миРНК состоит из двух основных 
процессов – транскрипции длинного первич-
ного транскрипта – прай-миРНК (pri-miRNA) 
и созревания. В процессе созревания прай-
миРНК сначала преобразуется в пре-миРНК 
(pre-miRNA), и затем пре-миРНК – в зрелую  
миРНК длиной ~22 нуклеотида (Bartel, 2004). 

Большинство генов, кодирующих миРНК, 
расположены в межгенных промежутках и до-
статочно удалены от белок-кодирующих генов, 
что указывает на то, что они транскрибируются 
независимо (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 
2001; Lee, Ambros, 2001; Mourelatos et al., 2002; 
Bartel B., Bartel D., 2003; Cullen, 2004; Rodriguez 
et al., 2004; Blow et al., 2006) (рис. 3а). 

РНК-полимераза II является основной, если 
не единственной, РНК-полимеразой, транс-
крибирующей гены миРНК (Cai et al., 2004). 
Одним из доказательств этого является то, что 
обработка клеток человека альфа-аманитином 
в концентрации, ингибирующей активность 
РНК-полимеразы II, значительно снижала 
уровень прай-миРНК. Методом иммунопреци-
питации хроматина показана также физическая 
связь РНК-полимеразы II с промоторами генов 
миРНК (Lee et al., 2004а). Дополнительно ана-
лиз промоторов ряда генов миРНК млекопита-
ющих показал, что часть проанализированных 

Рис. 3. Структура некоторых прай-миРНК 
человека.
а – транскрибируемых автономно (вверху – без сплай- 
синга, в середине – полицистронно, внизу – со сплай- 
сингом); б – транскрибируемых в составе белок-
кодирующих мРНК (вверху – расположенных  
в интронах, внизу – расположенных в экзонах). 
Положение пре-миРНК обозначено в виде шпилеч-
ной структуры, буква С в круге – кэп на 5′-конце,  
(А)n – поли(А)-тракт на 3′-конце прай-миРНК (мо-
дифицировано из Cullen, 2004).

промоторов содержит ТАТА-бокс, характерный 
элемент промоторов генов, регулируемых 
РНК-полимеразой II (Houbaviy et al., 2005). 
РНК-полимераза II-зависимая транскрипция 
делает возможным временной и позиционный 
контроль экспрессии миРНК, приводя к тому, 
что специфический набор миРНК может экс-
прессироваться тканеспецифично и в опреде-
ленные стадии развития организма.

Небольшое количество экспериментально 
исследованных прай-миРНК структурно похожи 
на мРНК, поскольку имеют кэп и поли(А)-тракт 
(Lee et al., 2004а). Наличие кэпов и поли(А)-
трактов было достоверно показано для целого 
ряда  предшественников миРНК человека 
(MIR-23a~27a~24-2, MIR-30, MIR-30a, Let-7a-1, 
Let-7a-3, MIR-21, MIR-17~18~19a~20~19b-1, 
MIR-15a~16-1, MIR-22, MIR-92-1) (Cai et al., 
2004; Lee et al., 2004а). Предшественники для 
миРНК часто встречаются среди EST (Expressed 
Sequence Tag) животных, что также свидетель-
ствует о наличии поли(А)-тракта (Smalheiser, 
2003; Hubbard et al., 2005; Mazzarelli et al., 2006). 
Однако при систематическом контекстном 
анализе геномных районов вокруг независимо 
транскрибируемых 43 миРНК-генов C. elegans и  
С. briggsae сигнал полиаденилирования обна-
ружен не был, что указывает на возможность 
РНК-полимераза II-зависимой транскрипции 
этих генов без полиаденилирования (Ohler et 
al., 2004).

Сведения о расположении промоторов  
и организации регуляторных элементов в насто-
ящее время довольно скудны. Для двух миРНК-
генов человека, miR-21 и miR-23a~27a~24-2, 
например, было точно установлено положение 
старта транскрипции (Cai et al., 2004; Lee et al., 
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2004а). Был также идентифицирован регулятор-
ный элемент, необходимый для транскрипции 
гена let-7 в определенные моменты развития  
С. elegans (Johnson et al., 2003). Также были вы-
явлены и исследованы регуляторные элементы 
для связывания SRF, MyoD и Mef2 в проявляю-
щих заметную консервативность регуляторных 
зонах генов miR-1-1 и miR-1-2 мыши и человека 
(Zhao et al., 2005). 

В результате поиска мотивов, общих для 
5′-районов независимо транскрибирующихся 
миРНК-генов, был выявлен с высокой зна-
чимостью мотив с консенсусом CTCCGCCC  
в районе ~200 нуклеотидов от 5′-конца шпилеч-
ных структур миРНК С. elegans и С. briggsae. 
Контекстный анализ 5′-районов независимо 
транскрибирующихся миРНК-генов человека  
и мыши также позволил обнаружить один 
сверхпредставленный мотив – CCCWCCC  
и один менее частый – ATGCAT. При этом 
оба мотива не были свойственны промоторам 
белок-кодирующих генов. Мотив ATGCAT 
присутствовал также и в 5′-районах независимо 
транскрибирующихся миРНК-генов дрозофи-
лы. Еще одним результатом этого контекстного 
анализа было обнаружение факта отсутствия 
ТАТА-боксов в 5′-районах миРНК-генов у всех 
организмов (Ohler et al., 2004). 

Часть генов миРНК (примерно пятая часть  
у C. elegans и до половины – у человека) распо-
ложена в интронах генов, кодирующих белки,  
и в большинстве этих случаев в той же ориен-
тации и с использованием того же промотора 
(Lai, 2002; Lagos-Quintana et al., 2003; Lim et 
al., 2003а; Stark et al., 2003; Rodriguez et al., 
2004; Weber, 2005) (рис. 3б). Доказательством 
этого служит обнаружение у мыши и человека 
EST, представляющих собой химерные транс-
крипты из последовательностей прай-миРНК 
и мРНК соседних (как с 5′-, так и с 3′-конца) 
генов в смысловой ориентации (Smalheiser, 
2003). Такая интронная локализация генов, 
кодирующих миРНК, может быть очень кон-
сервативна, например, miR-7 обнаружен в пос-
леднем интроне ортологичных генов hnRNP-K 
у таких организмов, как дрозофила, комар 
Anopheles gambiae, мышь и человек (Aravin 
et al., 2003). Недавно был выявлен еще один 

тип расположения миРНК-генов человека  
и мыши – в экзонах длинных белок-некодиру-
ющих РНК (Cullen, 2004; Rodriguez et al., 2004; 
Weber, 2005) (рис. 3б).

Интересно отметить, что у животных для 
некоторых первичных транскриптов миРНК 
обнаружен механизм сплайсинга, альтерна-
тивного сплайсинга, а также транс-сплайсинга 
(Tam, 2001; Bracht et al., 2004; Luciano et al., 
2004; ) (рис. 3а). 

Также необходимо упомянуть, что благодаря 
свойству прай-миРНК формировать дцРНК-
структуры, они могут быть субстратом для фер-
ментов, осуществляющих редактирование РНК, 
а именно замещение аденозина на инозин в ре-
зультате реакции дезаминирования (Даниленко, 
2001; Bass, 2002; Knight, Bass, 2002; Morse et al., 
2002). Действительно, было показано, что прай-
миРНК MIR-22 у человека и мыши подвергаются 
in vivo в ядре редактированию «A→I» (Luciano 
et al., 2004). В результате направленного поиска 
признаков редактирования было выявлено, что 6 
из 99 (6 %) транскриптов миРНК подвергаются 
такой модификации по крайней мере в одной из 
десяти исследованных тканей (Blow et al., 2006). 
По всей вероятности, редактирование «A→I» 
молекул предшественников миРНК, которое 
может влиять как на функцию ферментов созре-
вания миРНК, так и на взаимодействие зрелых 
миРНК с мРНК-мишенями, может представлять 
собой еще один уровень регуляторного контро-
ля экспрессии генов на уровне их РНК (Luciano 
et al., 2004). 

К настоящему времени описано большое 
разнообразие паттернов экспрессии генов 
миРНК (Carrington, Ambros, 2003). Некоторые 
гены миРНК могут экспрессироваться повсе-
местно и конститутивно у нематоды (Lau et al., 
2001), у млекопитающих (Rodriguez et al., 2004; 
Sempere et al., 2004). Экспрессия одних миРНК-
генов может быть ограничена одной стадией 
развития организма. Таковы, например, гены 
lin-4 и let-7 у нематоды, связанные с переходом 
на следующую личиночную стадию (Ambros, 
2000; Pasquinelli et al., 2000), let-7, miR-100  
и miR-125 у дрозофилы, связанные с окукли-
ванием (Pasquinelli et al., 2000; Sempere et al., 
2002, 2003), миРНК-гены у млекопитающих, 
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специфичные для эмбриональных стволовых 
клеток (Houbaviy et al., 2003; Suh et al., 2004) 
или для мышиных эмбрионов (Mansfield et al., 
2004), ген miR-143, экпрессирующийся в диф-
ференцирующихся адипоцитах человека (Esau 
et al., 2004). Для других миРНК-генов экспрес-
сия может иметь органо- и тканеспецифический 
характер (рис. 4). 

Для многих миРНК обнаружены устойчивые 
характерные тканеспецифические профили 
экспрессии, например, в лейкоцитах человека 
или макрофагах мыши (Liu С. et al., 2004), или 
органоспецифичные – в мозге мыши и человека 
(Krichevsky et al., 2003; Sempere et al., 2004), 
в простате, легких, сердце, почках, селезенке 
и скелетных мышцах человека (Sun et al., 
2004). У млекопитающих MIR-124а и MIR-135  
обнаруживаются преимущественно в мозге, 
MIR-1 – в сердце, MIR-122 – в печени, MIR-223 –  
в костном мозге (Lagos-Quintana et al., 2002; 
Babak et al., 2004; Chen et al., 2004; Rodriguez 

et al., 2004; Sempere et al., 2004), а MIR-375 –  
в инсулин-секретирующих клетках поджелудоч-
ной железы (Poy et al., 2004). Обнаружены так-
же миРНК, экспрессия которых активируется, 
например, в ответ на воздействие веществами, 
вызывающими дифференцировку лейкемийных 
клеток HL-60 человека в моноцитно-макрофа-
гальноподобные клетки (Kasashima et al., 2004). 
Мышечноспецифичная экспрессия миРНК-
генов miR-1-1 и miR-1-2, как было показано, 
индуцируется транскрипционным фактором 
SRF и миогенными факторами MyoD и Mef2 
(Zhao et al., 2005).

Изменения в профилях экспрессии миРНК 
отмечены в некоторых случаях опухолеобра-
зования (Calin et al., 2002; Metzler et al., 2004; 
Schmittgen et al., 2004; Takamizawa et al., 2004; 
He et al., 2005; Kluiver et al., 2006). Такие из-
менения настолько характерны, что во многих 
случаях предлагается использовать профили-
рование экспрессии определенных миРНК для 
диагностики и терапии разновидностей рака 
(Chen, 2005; Lu J. et al., 2005; Esquela-Kerscher, 
Slack, 2006; Hammond, 2006).

Некоторые миРНК присутствуют в количест-
ве до 50 тыс. молекул на клетку (MIR-2, MIR-52, 
MIR-58 у C. elegans), другие же экспрессиру-
ются на низком уровне – 800 молекул на клетку 
(MIR-124 у C. elegans) (Lim et al., 2003а). Оп-
ределение количества отдельных представите-
лей семейства миРНК, различающихся подчас 
при длине ~ в 22 нуклеотида только по одной 
позиции, само по себе является очень сложной 
экспериментальной задачей. Однако развитие 
специальных особо чувствительных методов 
позволяет провести такую оценку и выявить 
поразительную дифференциальную картину 
содержания той или иной миРНК в разных 
тканях человека (Allawi et al., 2004).

Факторы, определяющие временной и/или 
пространственный паттерн экспрессии миРНК-
генов, а также степень их индуцибельности в 
ответ на внутренние и внешние сигналы, только 
начинают выявляться (Ambros, 2004; Zhao et 
al., 2005; Conaco et al., 2006; Kim, Nam, 2006). 
В последнее время развернуты широкомас-
штабные исследования профилей экспрессии 
миРНК-генов с помощью технологии ДНК-

Рис. 4. Органо- и тканеспецифические спектры 
миРНК у мыши, выявленные методом ДНК-био-
чипов (array) и подтвержденные нозерн-блот-гиб-
ридизацией. 
U4 – контрольная гибридизация с малой ядерной РНК U4 
(модифицировано из Babak et al., 2004).
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биочипов, стимулируемые огромным интересом  
к миРНК как регуляторам различных клеточ-
ных процессов человека, животных и расте-
ний (Krichevsky et al., 2003; Babak et al., 2004; 
Barad et al., 2004; Liu C. et al., 2004; Miska et 
al., 2004; Sempere et al., 2004; Sun et al., 2004; 
Thomson et al., 2004; Baskerville, Bartel, 2005; 
Hackl et al., 2005; Liang et al., 2005; Lim et al., 
2005; Monticelli et al., 2005; Shingara et al., 2005; 
Castoldi et al., 2006). Хотя биочипы являются 
мощным средством высокопродуктивного ана-
лиза экспрессии генов, малые размеры миРНК 
представляют серьезное затруднение для обыч-
ной биочип-технологии в виде угрозы кросс-
гибридизации, поскольку очень трудно создать 
гибридизационные условия, одинаковые для 
всех миРНК-зондов. Поэтому часто исполь-
зуют в качестве зондов последовательности, 
комплементарные пре-миРНК. Однако допу-
щение, что содержание зрелых миРНК всегда 
коррелирует с содержанием предшественников, 
пока не более чем рабочее предположение 
(Kim, Nam, 2006). Предлагаются и другие экс-
периментальные подходы для общегеномного 
профилирования экспрессии миРНК, напри-
мер, miRAGE (miRNA serial Analysis of Gene 
Expression) (Cummins et al., 2006), метод ПЦР 
с реальновременной детекцией (Schmittgen et 
al., 2004; Jiang et al., 2005; Lu D. et al., 2005) 
или с удлинением праймера (Raymond et al., 
2005), метод РНК-праймированного биочип-ос-
нованного анализа с помощью фрагмента Кле-
нова (RAKE – RNA-primed array-based Klenow 
enzyme) (Nelson et al., 2004, 2006), основанный 
на микробусинах метод проточной цитометрии 
(Lu J. et al., 2005).

Подобные исследования, несомненно, скоро 
позволят пролить свет на многие аспекты регу-
ляции транскрипции миРНК-генов.

2.2. Созревание миРНК у животных 

Продукты транскрипции миРНК-генов  
с участием РНК-полимеразы II (рис. 5, 7 ста-
дии 1) затем проходят созревание в виде ряда 
биохимических преобразований. У животных 
образовавшаяся прай-миРНК, формирующая 
сложную вторичную структуру из шпилек раз-

личного размера и порядка, подвергается в ядре 
процессингу с помощью фермента DROSHA. 
Образовавшаяся в результате молекула пре-
миРНК длиной ~60–70 нуклеотидов имеет форму 
«шпильки» (hairpin) (рис. 5, стадия 2) (Lee et al., 
2003; Shi, 2003; Gregory et al., 2004; Murchison, 
Hannon, 2004; Filipowicz et al., 2005). 

DROSHA относится к классу II РНКаз III 
типа и имеет, кроме двух характерных доменов, 
также домен связывания с двухцепочечной 
РНК (Han et al., 2004; Carmell, Hannon, 2004). 
DROSHA человека является компонентом двух 
мультибелковых комплексов (Gregory et al., 
2004). Малый белковый комплекс, названный 
Микропроцессором, состоит из DROSHA и 
дцРНК-связывающего белка DGCR8, и имен-
но он осуществляет первый этап созревания 
миРНК из первичного транскрипта. DGCR8 
ингибирует неспецифическую РНК-азную ак-
тивность DROSHA и способствует правильному 
созреванию pre-миРНК (Gregory et al., 2004; 
Landthaler et al., 2004). Большой DROSHA-
комплекс также проявляет in vitro слабую про-
цессирующую прай-миРНК активность, но, 
скорее всего, данный комплекс вовлечен в пути 
процессинга других РНК, одним из таких путей 
может быть процессинг пре-рибосомальной 
РНК (Wu et al., 2000).

У дрозофилы и нематоды белку DROSHA 
в Микропроцессоре ассистирует дцРНК-свя-
зывающий белок PASHA (Filippov et al., 2000), 

Рис. 5. Биогенез миРНК животных (модифицировано 
из Bartel, 2004). 
Стадии: 1 – транскрипция; 2–6 – созревание (см детали 
в тексте).
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который является ортологом DGCR8 млекопи-
тающих. Подавление экспрессии белка PASHA 
ведет к накоплению прай-миРНК и уменьшению 
числа зрелых миРНК (Denli et al., 2004).

Районы действия РНКазы DROSHA в прай-
миРНК не проявляют какого-либо сходства по 
контексту. Процессинг зависит от способности 
РНК образовывать двухцепочечные структу-
ры около сайта расщепления. Показано, что 
DROSHA у человека селективно расщепляет 
РНК шпильки, несущие большую терминаль-
ную петлю длиной не менее 10 нуклеотидов. 
От соединения этой петли и стебля DROSHA 
отрезает примерно два оборота спирали дцРНК 
(~22нуклеотида) (рис. 6а) и, таким образом, 
формирует один из концов зрелой миРНК (Lee 
et al., 2004а; Zeng et al., 2005). 

Для эффективного процессинга прай-миРНК 
необходимо, чтобы стебель  после этого сайта 
разрезания продолжался еще на один оборот 
спирали (~10–11нуклеотидов). Таким образом, 
сайт разрезания для DROSHA определяется  
в основном расстоянием от терминальной пет-
ли. Тем не менее различия в структуре стебля 
и в последовательностях, окружающих сайт 
разрезания, также играют роль в выборе сайта 
(Zeng et al., 2005). 

При анализе вторичной структуры 10 пре-
миРНК человека биохимическими методами 

были выявлены некоторые характеристики ор-
ганизации пре-миРНК. Сравнение шпилечных 
вторичных структур пре-миРНК, выведенных 
из анализа результатов картирования двухцепо-
чечных и одноцепочечных участков, с предска-
занными с помощью программы Mfold (Zuker, 
2003) вторичными структурами показало, что 
для 8 из 10 обнаруживаются некоторые отличия 
от предсказанных в организации терминальной 
петли и отдельных участков (Krol et al., 2004).

DROSHA расщепляет РНК-дуплекс с обра-
зованием ступенчатого разреза, типичного для 
продуктов расщепления РНКазами III. Таким 
образом, пре-миРНК животных в основании 
стебля имеют фосфат на 5′-конце и 1÷2 высту-
пающих нуклеотидов на 3′-конце (рис. 6б). 

Шпилечные структуры, как правило, не яв- 
ляются совершенными, так как имеют в стеб-
левой части различное число неспаренных ос-
нований в разных местах. Терминальная петля 
может быть образована последовательностью 
до 10 нуклеотидов. Зрелая миРНК может быть 
локализована как на 5′-, так и на 3′-плече шпи-
лечной структуры (Bartel, 2004). 

Образовавшиеся пре-миРНК активно транс-
портируются комплексом RanGPT/EXPORTIN5 
из ядра в цитоплазму (рис. 5, стадия 3) 
(Lee et al., 2003; Yi et al., 2003; Bohnsack et 
al., 2004; Lund et al., 2004). На примере  

Рис. 6. Схема работы DROSHA-содержащего комплекса. 
а – модель процессинга прай-миРНК; б – фрагменты вторичной структуры прай-миРНК для MIR-30a, MIR-21,  
MIR-31 и MIR-27a человека (модифицировано из Zeng et al., 2005). Стрелками показаны сайты расщепления ферментом 
DROSHA РНК-шпильки.
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MIR-30 пре-миРНК человека показано, что 
два неспаренных нуклеотида на 3′-конце 
значительно усиливают связывание MIR-30 
пре-миРНК с EXPORTIN-5 и Ran-GTP-кофак-
тором, а два неспаренных нуклеотида на 5′-кон- 
це – ингибируют. Для связывания пре-миРНК 
с EXPORTIN5 необходима вся структура за 
исключением терминальной петли. Комплекс 
пре-миРНК–EXPORTIN-5 не только осущест-
вляет транспортировку пре-миРНК из ядра 
в цитоплазму, но и защищает пре-миРНК  
от деградации в ядре (Zeng, Cullen, 2004).

Дальнейшее созревание миРНК из пре-
миРНК происходит в цитоплазме с участием  
еще одной РНКазы III типа – DICER. Этот 
фермент узнает в пре-миРНК 3′-конец с вы-
ступающими двумя нуклеотидами и разрезает 
обе цепи пре-миРНК на расстоянии примерно 
22 нуклеотидов (два оборота спирали двухце-
почечной РНК) от основания стебля (Zhang 
et al., 2002, 2004; Murchison, Hannon, 2004). 
Таким образом, возникает миРНК-миРНК*-
дуплекс длиной примерно 22 нуклеотида  
с двумя неспаренными нуклеотидами на  
3′-концах каждой цепи (рис. 5, стадия 4) 
(Grishok et al., 2001; Hutvagner et al., 2001; 
Ketting et al., 2001, Khvorova et al., 2003; Schwarz 
et al., 2003). Следует отметить, что, подобно 
DROSHA, фермент DICER взаимодействует 
и функционирует в комплексе с кофакторами 
(Kim, Nam, 2006). В частности, у дрозофилы  
в последних стадиях созревания миРНК участ-
вуют, наряду с DICER, также белки семейства 
ARGONAUTE, которые, как правило, вместе 
со зрелыми миРНК входят в состав белкового 
комплекса, реализующего PTGS (Okamura  
et al., 2004). 

Предполагается, что миРНК-миРНК*-дуп-
лекс расплетается геликазоподобным фермен-
том, и затем одна из цепей дуплекса входит в 
состав рибонуклеопротеиновых эффекторных 
комплексов RISC (Hammond et al., 2000, 2001а) 
или миРНП (Mourelatos et al., 2002). Согласно 
текущей модели, выбор цепи определяется 
стабильностью двух концов дуплекса: та цепь, 
чей 5′-конец легче раскручивается, будет ин-
корпорирована в RISC (Khvorova et al., 2003; 
Schwarz et al., 2003). Как правило, пре-миРНК 

дает начало только одной стабильной зрелой 
миРНК, а вторая цепь подвергается деградации 
(Bartel et al., 2004; Kim, Nam, 2006). Тем не ме-
нее экспериментально показано, что в клетках 
293Т, трансфицированных MIR-30-предшес-
твенником, образуются две зрелые миРНК: 
MIR-30 и anti-MIR-30 (соответственно с 3′- и 
с 5′-плечей MIR-30-предшественника) (Zeng et 
al., 2002). Возможно, в случае если оба конца 
миРНК-миРНК*-дуплекса одинаково стабиль-
ны, каждая из нитей может быть инкорпориро-
вана в RISC (рис. 5, стадия 6).

В составе этих комплексов миРНК будет на-
правлять последовательность – специфическое 
узнавание мРНК-мишеней с последующим ее 
разрушением или подавлением трансляции. 
Следует отметить, что с момента инкорпо-
рации миРНК и киРНК в RISC механизмы 
действия этих комплексов на мРНК-мише-
ни практически неразличимы (Bartel, 2004; 
Murchison, Hannon, 2004). 

2.3. Созревание миРНК у растений 

Биогенез миРНК растений требует,  
по крайней мере, три стадии разрезания  
с помощью фермента DCL1, представляюще-
го собой DICER-подобную РНКазу III типа,  
и ряда кофакторов. Затем происходит экспорт 
миРНК-миРНК*-дуплексов из ядра в цитоплаз-
му с помощью белка HASTY, который является 
ортологом EXPORTIN-5 животных (Омельян-
чук и др., 2005).

Здесь же мы только обозначим основные раз-
личия между механизмами биогенеза миРНК  
у растений и животных. Во-первых, у растений 
созревание миРНК полностью происходит  
в ядре (Schauer et al., 2002, Denti et al., 2004). 
Во-вторых, у них отсутствует ортолог фер-
мента DROSHA (Wu et al., 2000). В-третьих, 
гомологи фермента DICER у растении имеют 
более широкие функции, катализируя биосин-
тез миРНК на всех этапах созревания (Kurihara, 
Watanabe, 2004). В-четвертых, пре-миРНК 
растений гораздо длиннее, нежели у животных, 
и имеют более сложную вторичную структу-
ру (Bartel B., Bartel D., 2003; Jones-Rhoades, 
Bartel, 2004). 
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2.4. Семейство DICER – белки  
для созревания миРНК

Одним из ключевых ферментов процес-
синга у животных являются DICER-подобные 
РНКазы III типа, которые были найдены у всех 
исследованных эукариот (Bernstein et al., 2003; 
Carmell, Hannon, 2004; Filipowicz et al., 2005).

Количество генов Dicer в геномах варьирует 
от 4 у A. thaliana до 1 у позвоночных (Meister 
et al., 2004; Tijsterman, Plasterk, 2004). У та-
кого гриба, как Neurospora crassa, описано 2 
Dicer-подобных гена (Catalanotto et al., 2004), 
а у Schizosaccharomyces pombe – лишь один 
ген (Provost et al., 2002). У беспозвоночных  
D. melanogaster  обнаружено 2 Dicer-подоб-
ных гена, а у C. elegans – один (Grishok et al., 
2001; Hutvagner et al., 2001; Ketting et al., 2001; 
Knight, Bass, 2001; Wienholds et al., 2003; Lee 
et al., 2004b). 

Если в геноме присутствуют два и более 
паралогичных генов Dicer, то в биогенез 
миРНК вовлечен, как правило, только один. 
Например, у D. melanogaster Dcr-1 необходим 
для процессинга пре-миРНК, а Dcr-2 вовлечен 
в процессинг других длинных двухцепочечных 
РНК (Lee et al., 2004b).

Семейство DICER-подобных белков характе-
ризуется наличием нескольких предсказанных 
функциональных доменов: N-концевой DexH-
бокс РНК-геликазный мотив, домен DUF283 (с 
неизвестной функцией), центральный РНК-свя-
зывающий PAZ домен, два РНКаза-III-мотива, 
один или два дцРНК-связывающих домена на 
С-конце (рис. 7) (Cerutti et al., 2000; Schauer et 
al., 2002; Carmell, Hannon, 2004; Zhang et al., 
2004; Filipowicz et al., 2005).

Известно, что у человека DICER1 функци-
онирует как мономер, каталитический центр 
которого, осуществляющий расщепление, обра-
зуется путем внутримолекулярной димеризации 
двух его РНКаза-III-доменов, RIIIDa и RIIIDb 
(Zhang et al., 2004). Эти домены различаются 
по последовательностям и функции: RIIIDa 
расщепляет 3′-цепь, тогда как RIIIDb – 5′-цепь  
в пре-миРНК. Предполагается, что RIIIDa вмес-
те с N-концевым районом (предположительно, 
PAZ-доменом) взаимодействует с 3′-концом  
3′-цепи. Хотя DICER ассоциируется с несколь-
кими другими белками, они, вероятнее всего, не 
отвечают за расщепление, поскольку очищен-
ные DICER1 человека и DICER-2 дрозофилы 
способны катализировать реакцию расщепле-
ния (Zhang et al., 2002, 2004; Liu et al., 2003). 

Рис. 7. Доменная структура DICER-подобных белков у разных эукариот. 
NLS – сигнал ядерной локализации, DUF283 – домен с неизвестной функцией, PAZ – центральный РНК-связывающий 
домен, RNase III – РНКаза-III-мотив, dsRNA binding – дцРНК-связывающий домен, Zinc finger – домен типа «цинковый 
палец» (модифицировано из Schauer et al., 2002).
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2.5. Сборка нуклеопротеинового 
комплекса RISC 

Все охарактеризованные RISC содержат 
по крайней мере один белок из семейства 
ARGONAUTE (Hammond et al., 2001b; Nelson 
et al., 2003; Bartel, 2004; Meister et al., 2004; 
Hwang, Mendell, 2006). В наиболее хорошо 
охарактеризованном RISC-комплексе человека 
выявлены также геликазы GEMIN3 и GEMIN4, 
играющие роль при сборке рибонуклеопроте-
иновых комплексов (Mourelatos et al., 2002),  
и белок FMRP (fragile X mental retardation 
protein). Последний участвует в регуляции син-
теза белка, он способен связываться с мРНК, 
а также взаимодействовать с AGO2 и миРНК 
(Brown et al., 2001; Ishizuka et al., 2002; Jin et 
al., 2004). У дрозофилы среди других RISC-
ассоциированных белков выявлены РНК-свя-
зывающий белок VIG, белок Fragile X-related 
(dFXR) – ортолог FMRP человека,  и эндонукле-
аза TSN-1, однако их роль в составе комплекса 
неизвестна (Ishizuka et al., 2002; Caudy et al., 
2003; Bartel, 2004). Сходный комплекс из гомо-
логичных белков был обнаружен и у нематоды 
(Caudy et al., 2003). 

Следует упомянуть также о RISC-ассоцииро-
ванных белках с РНК-полимеразной активнос-
тью (RdRP – RNA-dependent RNA polymerase), 
которые, как предполагают, обеспечивают у 
грибов, растений и некоторых низших живот-
ных явление деградативной цепной реакции с 
генерацией киРНК, соответствующих последо-
вательностям, окружающим первоначальную 
область действия киРНК:RISC (Hutvagner, 
Zamore, 2002а; Van Houdt et al., 2003). Однако 
участие этих белков в миРНК-опосредованных 
процессах пока не выявлено.

Есть данные, что белки семейства DICER 
также могут входить в RISC. Например, это было 
показано для DICER-1 и DICER-2 дрозофилы. Оба 
фермента необходимы для расщепления мишени  
с помощью киРНК. Кроме того, DICER-2 во-
влечен в ингибирование трансляции с помощью 
миРНК (Lee et al., 2004b; Okamura et al., 2004). 

Обязательные компоненты RISC, белки се-
мейства ARGONAUTE, иногда называют PPD-
белками, поскольку они содержат домены PAZ  

и PIWI (Cerutti et al., 2000; Hammond et al., 
2001b). PAZ-домен способен узнавать харак-
терный двухнуклеотидный выступ дуплекса 
миРНК-миРНК* и связывать как одноцепо-
чечную, так и двухцепочечную РНК (Lingel et 
al., 2003; Song et al., 2003; Yan et al., 2003). Эта 
двоякая способность предполагает, что белок 
ARGONAUTE может быть связан с миРНК до 
и после взаимодействия миРНК с мРНК-ми-
шенью (Bartel, 2004). Домен PIWI опосредует 
белок-белковые взаимодействия между белками 
ARGONAUTE и DICER, причем последний 
может способствовать инкорпорации ми/киРНК  
в RISC (Doi et al., 2003; Pham et al., 2004; Tahbaz 
et al., 2004).

Число паралогов Argonaute в разных геномах  
варьирует от одного у S. pombe (Motamedi et 
al., 2004) до более 20 у C. elegans (Carmell et 
al., 2002; Grishok et al., 2001). 10 генов, коди-
рующих белки семейства ARGONAUTE, были 
найдены у арабидопсиса (Morel et al., 2002),  
5 – у дрозофилы (Williams, Rubin, 2002) и 8 – у че-
ловека (Sasaki et al., 2003). Белки ARGONAUTE 
составляют высококонсервативное семей-
ство, все они имеют общий план строения  
с PAZ-доменом в середине и PIWI-доменом  
в С-терминальном районе. В результате анализа 
особенностей структуры этих доменов белки 
семейства были подразделены на два подсемей-
ства: AGO – похожие на AGO1 арабидопсиса,  
и PIWI – похожие на  PIWI дрозофилы (Carmell 
et al., 2002). Некоторые различия в структуре 
белков семейства ARGONAUTE, вероятно, 
лежат в основе функциональных различий, 
проявляемых ими в процессе дцРНК-направ-
ленного сайленсинга генов.

Для представителей человеческого се-
мейства ARGONAUTE, состоящего из белков 
EIF2C1/hAGO1, EIF2C2/hAGO2, EIF2C3/
hAGO3, EIF2C4/hAGO4 (подсемейство AGO) 
и PIWIL1/HIWI, PIWIL2/HILI, PIWIL3, PIWIL4/
HIWI2 (подсемейство PIWI), с помощью биохи-
мических методов была продемонстрирована их 
ассоциация с DICER1 и, таким образом, вовле-
ченность в процесс PTGS (Sasaki et al., 2003).  
Интересно отметить, что в то время как гены 
белков подсемейства AGO экспрессируются 
почти во всех тканях, причем уровень мРНК для 
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AGO2 и AGO3 одинаков для многих клеточных 
линий, а для AGO1 и AGO4 – более вариабелен 
и заметно меньше (Meister et al., 2004), экс-
прессия генов белков подсемейства PIWI была 
выявлена только в семенниках (Sasaki et al., 
2003) и почти не детектировалась во многих 
клеточных линиях (Meister et al., 2004). Как это 
отражается в специализации комплексов RISC, 
содержащих эти белки, предстоит выяснить. 
Наиболее известно на данный момент то, что 
белки AGO1/eIF2C1 и AGO2/eIF2C2 входят 
в состав комплексов RISC, ассоциированных 
как с киРНК, так и миРНК (Martinez et al., 
2002; Hutvagner, Zamore, 2002а, b; Mourelatos 
et al., 2002). Для AGO2 человека и мыши было 
показано также, что он ответственен за эн-
донуклеазную активность в RISC-комплексе  
(Hutvagner, Zamore, 2002а, b; Liu J. et al., 2004; 
Meister et al., 2004; ).

У D. melanogaster два белка семейства 
ARGONAUTE, AGO1 и AGO2, были выделены 
вместе с миРНК, и дальнейшие эксперименты 
подтвердили их роль в процессе RNAi (Caudy et 
al., 2003; Hammond et al., 2001b; Ishizuka et al., 
2002; Williams, Rubin, 2002). Особенность белков 
AGO1 и AGO2 дрозофилы заключается в том, 
что они необходимы как для последних стадий 
созревания ми/киРНК, так и для последующего 
функционирования в составе RISC. Для AGO1 
показано связывание c DICER-1 и пре-миРНК, 
а для AGO2 – участие в расплетании киРНК-
дуплекса и обеспечение включения одной из 
нитей этого дуплекса в RISC (Okamura et al., 
2004). Другие белки семейства ARGONAUTE 
у дрозофилы – продукты генов aubergine (aub) 
и piwi – также участвуют в RNAi (Aravin et al., 
2001; Аравин и др., 2002а; Kennerdell et al., 2002; 
Pal-Bhadra et al., 2002; Tomari et al., 2004). 

У  C.  e l egans  два  белка  с емейства 
ARGONAUTE, RDE-1 и PPW-1, вовлечены в 
киРНК-опосредованный сайленсинг генов, пос-
кольку мутанты по кодирующим их генам про-
являют дефектность по этому процессу (Tabara 
et al., 1999; Grishok et al., 2001; Tijsterman et 
al., 2002). Роль двух других представителей 
семейства ARGONAUTE, ALG- 1 и ALG-2, 
как было исследовано на примере lin-4 и let-7, 
заключается в созревании и обеспечении актив-

ности миРНК (Grishok et al., 2001; Hutvagner  
et al., 2004). 

3. миРНК И мРНК-МИШЕНИ
3.1. Механизм действия комплекса  

миРНК-RISC

После включения миРНК в состав RISC запус- 
кается процесс негативной регуляции экспрес-
сии (сайленсинг) гена-мишени по одному из двух 
посттранскрипционных механизмов: расщепле-
ние мРНК-мишени с последующей ее деградаци-
ей или трансляционная репрессия (рис. 1). 

Следует упомянуть об еще одном дцРНК-
зависимом механизме сайленсинга генов, 
состоящем в модификации гистонов в районе 
промоторов генов или Cyt5-метилировании ДНК 
генов (Finnegan, Matzke, 2003; Bartel, 2004; 
Matzke et al., 2004). В ряде работ продемонстри-
ровано, что киРНК, порождаемые тандемными 
трансгенами и деятельностью транспозонов, 
способны запускать этот эпигенетический меха-
низм (Aufsatz et al., 2002; Pal-Bhadra et al., 2002, 
2004; Matzke et al., 2004; Morris et al., 2004). 
Относительно участия миРНК в этих процессах 
убедительных доказательств еще не получено. 
В этой связи можно упомянуть только работу, 
в которой предполагается участие MIR165/166 
в регуляции уровня мРНК генов PHB и PHV 
арабидопсиса с помощью метилирования ДНК 
этих генов (Bao et al., 2004).

В соответствии с принятой в настоящее 
время моделью выбор посттранскрипцион-
ного механизма при миРНК-опосредованном 
сайленсинге генов определяется степенью и 
характером комплементарного взаимодействия 
миРНК с участком в мРНК-мишени – MRE 
(MiRNA Responsive Element). В самом общем 
виде правило, выведенное из эксперименталь-
ных данных, постулирует: если миРНК почти 
полностью комплементарна MRE, то включа-
ется механизм расщепления мишени, если же 
миРНК только отдельными своими частями 
вступает в комплементарные взаимодействия 
с мРНК-мишенью, то запускается механизм 
трансляционной репрессии мишени (Hutvagner,  
Zamore, 2002а, b; Doench et al., 2003; Zeng et al., 
2003; Bartel, 2004). 
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Рассмотрим подробнее полученные на на-
стоящий момент экспериментальные данные о 
механизмах миРНК-направленного посттранс-
крипционного сайленсинга генов.

3.1.1. Расщепление мРНК-мишеней 

К настоящему времени специфическая эн-
донуклеазная активность RISC,  направленная 
зрелыми миРНК, продемонстрирована в боль-
шом количестве работ, посвященных PTGS 
у растений, это подробнее описано в обзоре 
(Омельянчук и др., 2005).

В отличие от растений случаев расщепления 
мРНК-мишеней комплексом миРНК-RISC у жи-
вотных описано пока немного. Например, были 
получены прямые биохимические доказатель-
ства, что у человека именно AGO2-содержащие 
миРНК-RISC комплексы ответственны за рас-
щепление (Meister et al., 2004). Такой путь сай-
ленсинга генов наиболее убедительно показан 
для мыши в работе по исследованию регуляции 
экспрессии гена Hoxb8 в эмбрионах с помощью 
MIR-196, кодируемой генами, расположенными 
в HOX-кластерах (Shen, Goodman, 2004; Yekta 
et al., 2004), а также для человеческих клеток 
HeLa, трансфицированных конструкциями  
с фрагментом мышиного гена Hoxb8, несущим 
сайт связывания для MIR-196 мыши, одновре-
менно с самой этой миРНК (Yekta et al., 2004). 
Путь расщепления мРНК описан также для 
клеток человека, пораженных вирусом EBV, 
который экспрессирует несколько миРНК, одна 
из которых нацелена на вирусный транскрипт 
гена ДНК-полимеразы (Pfeffer et al., 2004). 
Как косвенный признак реализации механиз-
ма миРНК-направляемого расщепления мРНК  
у D. rerio с помощью ДНК-биочипов было обна-
ружено заметное ускорение разрушения мРНК, 
содержащих MRE для miR-430 (Giraldez et al., 
2006). Похожие результаты были получены для 
MIR-125b и Let-7 человека: эти миРНК вызы-
вали ускоренное деаденилирование и снижение 
концентрации своих мРНК-мишеней даже при 
неполной комплементарности между миРНК 
и MRE (Gupta, Brewer, 2006; Wu et al., 2006). 
А для MIR-16 человека удалось показать, что 
процесс деаденилирования протекает с участи-

ем AU-богатых элементов в 3′-НТР, известных 
раннее по их свойству ускорять расщепление 
мРНК с этими элементами (Jing et al., 2005; 
Gupta, Brewer, 2006).

В случае реализации механизма расщеп-
ления мРНК-мишеней у мыши к 5′-продукту 
расщепления по его 3′-концу присоединяются 
от 1 до 9 уридинов, а в случае с миРНК, генери-
рованных EBV, к 5′-фрагменту транскрипта по 
его 3′-концу присоединяется от 5 до 24 разных 
нуклеотидов, преимущественно аденины и 
уридины (Shen, Goodman, 2004).

3.1.2. Ингибирование трансляции 
мРНК-мишеней 

В случае если в мРНК-мишенях имеются 
MRE, проявляющие частичную комплемен-
тарность к миРНК, сайленсинг генов идет по 
механизму ингибирования трансляции без 
влияния на стабильность мРНК (Lee et al., 
1993; Wightman et al., 1993; Olsen, Ambros 
1999; Reinhart et al., 2000; Bartel 2004; Hwang, 
Mendell, 2006). Как правило, такое развитие 
событий наблюдается у животных.

Механизм сайленсинга генов путем ингиби-
рования трансляции до конца не ясен, но для 
двух мишеней миРНК lin-4 C. elegans показано, 
что ингибирование наступает после инициации 
трансляции (Olsen, Ambros, 1999; Seggerson 
et al., 2002). Есть данные что миРНК-RISC 
ассоциирует с мРНК-мишенью в полирибосо-
ме: показано, что eIF2C2, GEMIN3, GEMIN4, 
миРНК let-7b и ее потенциальная мишень –  
мРНК гена LIN-28 (ортолога lin-28 C. elegans) –  
осаждались совместно с полирибосомной 
фракцией в человеческой нейрональной линии 
клеток (Nelson et al., 2004). 

Какие свойства дуплексов миРНК:мРНК 
необходимы для распознавания белковыми ком-
плексами, осуществляющими ингибирование 
трансляции, до сих пор надежно не определено. 
Например, у C. elegans выявлено, что в мРНК 
lin-41 только два из шести предсказанных MRE 
для let-7 являются функциональными, причем 
функциональным оказался и промежуток в 27 
нуклеотидов между этими двумя MRE (Vella 
et al., 2004). В человеческих клетках, однако, 
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трансляция репортерных мРНК, содержащих 
последовательности, способные образовывать 
несовершенные дуплексы с почти любыми 
миРНК-подобными последовательностями, эф-
фективно подавлялась природными и искусст-
венными миРНК (Zeng et al., 2002, 2003; Doench 
et al., 2003; Doench, Sharp 2004), что свидетель-
ствует об отсутствии каких-либо специфических 
структурных требований (Pillai et al., 2004). 

Основной функцией миРНК при RISC-инги-
бировании трансляции белка является нацели-
вание (targeting) RISC к MRE и удержание его 
там. Это следует из эксперимента, в котором 
ингибирование трансляции в клетках HeLa шло 
без участия миРНК за счет простого удержания 
белков AGO около 3′-нетранслируемого района 
мРНК репортера. Удержание белков AGO до-
стигалось за счет 5 B-box-шпилек, введенных  
в 3′-нетранслируемый район репортерной мРНК 
(Gehring et al., 2003), и введенного в последо-
вательность белка N-пептида длиной 22 а.о., 
специфически связывающего эти шпильки. 
Эффективность ингибирования синтеза белка 
зависела от числа, а не от расположения набора 
шпилек, «привязывающих» AGO2 к 3′-нетранс-
лируемому району (Pillai et al., 2004). Это сов-
падает с результатами других экспериментов, 
показавших, что присутствие множественных 
MRE в 3′-нетранслируемых районах усиливает 
подавление трансляции (Doench et al., 2003; 
Bartel 2004; Doench, Sharp, 2004; Kloosterman et 
al., 2004; Vella et al., 2004).

3.1.3. Регуляторная роль миРНК

миРНК были открыты сравнительно недавно, 
но эти регуляторные молекулы, как было показа-
но при обзоре литературы, играют незаменимую 
роль в регуляции экспрессии генов, необходимых 
для развития отдельных тканей, органов и всего 
организма у беспозвоночных (Wightman et al., 
1991, 1993; Reinhart et al., 2000; Brennecke et al., 
2003; Johnston, Hobert, 2003; Chang et al., 2004), 
позвоночных (Chen et al., 2004; Esau et al., 2004; 
Miska et al., 2004; Suh et al., 2004; Yekta et al., 
2004) и растений (Dugas, Bartel, 2004). 

Важная роль миРНК в различных процессах 
развития животных была показана с применени-

ем нескольких подходов (Kiefer, 2006). Один из 
подходов – удаление всех миРНК в результате но-
каута DICER. У мышей и рыб такие эксперимен-
ты приводят к остановке развития или серьезным 
нарушениям (Giraldez et al., 2005; Wienholds et al., 
2003; Bernstein et al., 2003; Giraldez et al., 2006). 
Есть работы и по нокауту отдельных миРНК: 
например, удаление MIR-1 у дрозофилы приво-
дит к нарушениям в развитии мышечных клеток 
(Sokol et al., 2005). Недавно был предложен 
метод нокдауна отдельных миРНК с помощью 
так называемых «антагомиров» (antagomirs), 
ДНК-олигонуклеотидов, комплементарных 
последовательности зрелых миРНК (Krutzfeldt 
et al., 2005; Davis et al., 2006).

В результате последних исследований было 
показано, что миРНК участвуют также и в ря-
де процессов функционирования взрослого 
организма, например, у дрозофилы MIR-2 –  
в регуляции клеточного цикла, пролиферативных 
и апоптических процессов у дрозофилы MIR-14 –  
в жировом метаболизме (Xu et al., 2003; Hwang, 
Mendell, 2006), у человека MIR-17-5p – в про-
цессах пролиферации (O’Donnell et al., 2005), 
у мыши MIR-345 – негативной регуляции сек-
реции инсулина (Poy et al., 2004). Факты о роли 
миРНК в функционировании эндокринной сис-
темы позвоночных обобщены в обзоре (Cuellar, 
McManus, 2005). Примеры миРНК генов и их 
биологических мишеней приведены в табл. 1.

Исследователи приходят к выводу, что до 
15–30 % кодирующих генов находится под не-
посредственной регуляцией миРНК (Carthew, 
2006; Kim, Nam, 2006), но в настоящее время 
только для небольшого количества миРНК оп-
ределены их гены-мишени.

3.2. Компьютерное предсказание  
мишеней миРНК

Как было описано выше, подавляющее боль-
шинство миРНК растений направляют процесс 
расщепления мРНК-мишеней, образуя почти 
совершенные дуплексы с ними. Это свойство 
миРНК растений позволяет с высокой эффек-
тивностью предсказывать их мРНК-мишени 
с помощью традиционных методов компью-
терного выявления участков нуклеотидной 
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Таблица 1 
Функции миРНК: примеры генов-мишеней и фенотипических последствий 

миРНК Гены- 
мишени Фенотипические последствия Ссылки

C. elegans

lin-4 lin-14  
lin-28

переход от первой личиночной стадии  
ко второй

Olsen, Ambros, 1999 
Esquela-Kerscher et al., 2005

let-7 lin-41 переход к поздней личиночной стадии Grosshans et al., 2005 
Esquela-Kerscher et al., 2005

MIR-48
hbl-1 переход от второй к третьей личиночной 

стадии
Abbott et al., 2005 
Li et al., 2005MIR-241

MIR-84
Isy-6 cog-1

контроль латеральности хеморецептора Johnston et al., 2003 
Chang et al., 2004MIR-273 die-1

MIR-61 vav-1 процессы развития и клеточной  
детерминации

Yoo, Greenwald, 2005
MIR-84 let-60 Johnson et al., 2005

D. melanogaster

Bantam hid контроль апоптоза и клеточного роста Brennecke et al., 2003
MIR-14 неизвестно апоптоз и жировой метаболизм Xu et al., 2003
MIR-2

hid, grim, rpr, 
skl клеточный цикл, апоптоз Leaman et al., 2005

MIR-6
MIR-11
MIR-308
MIR-1 неизвестно рост миоцитов Sokol, Ambros et al., 2005
MIR-31 неизвестно сегментация эмбрионов Leaman et al., 2005
MIR-iab-4-5p Ubx детерминация развития крыльев Chopra, Mishra, 2006

Млекопитающие

MIR-181 неизвестно гематопоэтическая дифференцировка Chen et al., 2004 
Chen, Lodish, 2005

MIR-143 ERK5? дифференцировка адипоцитов Esau et al., 2004

MIR-345 Myotrophin 
(Mtpn) негативная регуляция секреции инсулина Poy et al., 2004

MIR-196a HOXB8 контроль развития Yekta et al., 2004
Let-7b LIN-28 ? Nelson et al., 2004
MIR-125a/b LIN-28 нейрональная дифференцировка Wu, Belasco, 2005
Let-7 Ras контроль пролиферации Johnson et al., 2005
MIR-17-5p, 
MIR-20a E2F1 контроль пролиферации O’Donnell et al., 2005

MIR-1 Hand2 сердечный морфогенез,пролиферация ске-
летных миоцитов

Zhao et al., 2005 
Chen et al., 2006

MIR-133 пролиферация скелетных миоцитов Chen et al., 2006
MIR-15a, 
MIR-16-1 Bcl-2 контроль апоптоза Cimmino et al., 2005

MIR-155 AT1R ренин-ангиотензинная система Martin et al., 2006
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гомологии (подробнее см. в обзоре Омельянчук 
и др., 2005).

У животных, в отличие от растений, взаимо-
действие миРНК-RISC-комплекса происходит, 
как правило, при низкой степени комплемен-
тарности в дуплексе миРНК:мРНК и приводит 
к подавлению трансляции. Известно всего 
несколько экспериментально подтвержден-
ных природных мРНК-мишеней, подавление 
трансляции которых направляется миРНК:  
у C. elegans – это мРНК генов lin-14 и lin-28 для 
миРНК lin-4 (Wightman et al., 1991, 1993; Moss 
et al., 1997; Olsen, Ambros, 1999; Seggerson et 
al., 2002) и мРНК генов lin-41 и lin-57/hbl-1 для 
миРНК let-7 (Reinhart et al., 2000; Slack et al., 
2000; Abrahante et al., 2003), у D. melanogaster – 
мРНК гена hid для миРНК bantam (Brennecke 
et al., 2003). На основании анализа структуры 
MRE этих мРНК-мишеней было выведено 
заключение, что наиболее общим свойством 
взаимодействия между миРНК и MRE являет-
ся наличие непрерывной комплементарности 
для нуклеотидов 5′-района миРНК (с 2-го по 
8-й). Еще одно свойство вышеперечисленных 
MRE заключается в том, что они расположены 
исключительно в 3′-нетранслируемых районах 
мРНК, проявляя при этом эволюционную кон-
сервативность, и часто в одном транскрипте 
присутствуют два и более MRE (Bartel, 2004). 

Следует отметить, что закономерности вза-
имодействия миРНК и MRE принято считать 
универсальными от нематоды до человека, хотя 
они основаны на очень ограниченном наборе 
примеров и явно смещены в сторону беспозво-
ночных. Такое положение дел, конечно же, не 
устраивает специалистов в области биологии 
миРНК животных и особенно человека. Од-
нако методов экспериментального выявления 
миРНК-направляемого подавления трансляции 
в высокопродуктивном и масштабном формате, 
соответствующем требованиям современной 
постгеномной молекулярной биологии, до сих 
пор не разработано. Теоретические исследова-
ния также затруднены, поскольку отсутствие 
полной комплементарности при миРНК-MRE 
взаимодействиях у животных явилось серьез-
ным препятствием для традиционных методов 
компьютерного выявления сайтов связывания. 

Эта ситуация явилась стимулом для развития 
комбинированных структурно-контекстных 
методов компьютерного предсказания мишеней 
для миРНК при тесном и интенсивном взаимо-
действии компьютерного и экспериментального 
подходов.

В 2003 г. появились первые компьютерные  
работы по предсказанию мишеней для миРНК 
двукрылых. В этих работах алгоритмы заклю-
чались в: 1) создании выборки 3′-нетранслиру-
емых районов ортологичных генов двух и более 
организмов; 2) в поиске в последовательностях 
выборки гептамеров, полностью комплемен-
тарных 2÷8 нуклеотидам какой-либо миРНК; 
3) последующем расчете термодинамической 
стабильности предполагаемых дуплексов  
с учетом всей длины миРНК (Gesellchen, 
Boutros, 2004). Таким образом, при анализе 
3′-нетранслируемых районов мРНК D. melano-
gaster и D. pseudoobscura и A. gambiae было 
предсказано, наряду с выявлением уже извест-
ных мишеней для lin-4, let-7 и bantam, несколько 
сотен мишеней D. melanogaster, потенциально 
регулируемых одной или более известных 
миРНК (Enright et al., 2003; Stark et al., 2003), 
причем шесть мишеней для двух миРНК были 
подтверждены экспериментально (Stark et al., 
2003). Сходные принципы были положены  
в основу алгоритма TargetScan, разработанного 
для предсказания мишеней для миРНК позво-
ночных. После применения жестких тестов  
с вычислением статистической значимости 
результатов были предсказаны 442 мишени 
при анализе 3′-нетранслируемых районов 
мРНК человека, мыши, крысы и рыбы фугу 
(Takifugu rubripes). Одиннадцать предска-
занных мишеней для семи миРНК человека 
получили экспериментальное подтверждение 
(Lewis et al., 2003).

Опыт первых работ по компьютерному вы-
явлению MRE и предсказанию мишеней для 
миРНК у животных показал необходимость раз-
рабатывать фильтры для снижения доли ложных 
позитивных предсказаний. Поэтому были пред-
приняты интенсивные исследования деталей 
миРНК-MRE взаимодействий в экспериментах 
с использованием искусственных репортерных 
конструкций, содержащих интактные и искусст-
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венно мутированные MRE. Эти эксперименты 
позволили уточнить эмпирические правила 
структуры дуплекса миРНК:MRE. 

Во-первых, эффективное подавление транс-
ляции обеспечивается почти полной компле-
ментарностью (допускаются наличие только 
одного неспаренного нуклеотида в этом районе) 
между 5′-концом миРНК (особенно нуклеотиды 
2÷8) и MRE (Boutla et al., 2003; Johnston, Hobert 
2003; Doench, Sharp, 2004; Kiriakidou et al., 2004; 
Vella et al., 2004). 

Во-вторых, центральная часть дуплекса мо-
жет иметь неспаренные основания, выпячиваю-
щиеся в виде петли размером 2–5 нуклеотидов  
в случае асимметричного выпячивания мРНК 
или размером петли 6–9 нуклеотидов в случае 
асимметричного выпячивания со стороны миРНК 
(Kiriakidou et al., 2004; Vella et al., 2004). 

В-третьих, G:U пары в дуплексе, особенно  
с 5′-конца миРНК, негативно сказывались на эф-
фективности подавления трансляции (Doench, 
Sharp, 2004). 

В-четвертых, наличие нескольких MRE  
в мРНК-мишени увеличивает эффективность  
подавления трансляции мишени, даже если 
структура некоторых MRE может несколько 
не соответствовать сформулированным выше 
правилам (Doench, Sharp, 2004; Kiriakidou et 
al., 2004). Размер промежутка между сайтами 
имеет значение и составляет не менее 9–12 нук-
леотидов для эффективного связывания RISC 
(Doench, Sharp, 2004). 

Использование этих уточненных законо-
мерностей взаимодействия миРНК с MRE 
позволило повысить качество распознавания 
компьютерных методов. Например, программа 
«DIANA-microT» распознавала в среднем 9,4 
MRE для каждой реальной миРНК человека 
против 3,7 «MRE» для каждой миРНК с пере-
тасованной последовательностью и в целом 
предсказала 5031 мишеней для 94 миРНК 
человека, 222 из которых были консервативны 
и у мыши (Kiriakidou et al., 2004). С помощью 
другой программы, miRanda, было предсказано 
около 2000 мРНК-мишеней человека, содер-
жащих MRE для 218 известных на настоящее 
время миРНК, причем 250 мишеней оказались 
консервативными у млекопитающих и рыб 

(John et al., 2004).
Было предложено несколько способов сни-

жения доли ложных позитивных предсказаний 
MRE при использовании вышеизложенных 
алгоритмических принципов. Например, оценка 
нуклеотидного состава гептамера из 5′-области 
миРНК. Наиболее оптимальный состав, как 
было вычислено, соответствовал 5 С или G  
и 2 А или U, причем образование пары G:U 
при взаимодействии миРНК и MRE не допус-
калось. В процессе поиска MRE для 74 миРНК 
D. melanogaster авторы использовали ограни-
ченную выборку 3′-нетранслируемых районов 
порядка 30 хорошо охарактеризованных генов и 
для 27 миРНК предсказали в 17 мРНК 39 MRE, 
консервативных у D. pseudoobscura  (Rajewsky, 
Socci, 2004).

Тщательный анализ ряда работ по предсказа-
нию MRE в мРНК-мишенях животных выявил 
в алгоритмах несколько слабых со статистичес-
кой точки зрения моментов (Rehmsmeier et al., 
2004). Во-первых, это недостатки программ, 
использованных для расчета термодинами-
ческой стабильности дуплексов миРНК:MRE. 
Во-вторых, неправильная классификация рас-
пределения значений свободных энергий как 
нормального, в то время как оно является скорее 
распределением экстремальных значений и 
требует особых расчетов статистической зна-
чимости предсказаний. В-третьих, в некоторых 
работах для генерации негативной контроль-
ной выборки производили перемешивание 
последовательностей миРНК без учета динук-
леотидного состава, хотя считается, что этот 
состав важен при расчете свободной энергии 
РНК:РНК дуплексов. В-четвертых, ни в одной 
работе не было представлено статистического 
анализа в случае множественности MRE в од-
ной мРНК-мишени. Наконец, ни в одной работе 
не была затронута проблема статистической 
зависимости между ортологичными мРНК-
мишенями при межвидовом анализе. Авторы 
разработали оригинальный пакет программ 
(RNAhybrid, RNAcalibrate и RNAeffective) и 
применили для предсказания новых и ревизии 
раннее предсказанных MRE в мРНК-мишенях 
D. melanogaster и D. pseudoobscura и A. gambiae. 
Проведенный в качестве дополнительного теста 
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на специфичность поиск потенциальных MRE 
в кодирующих районах мРНК этих организ-
мов не выявил статистически значимых MRE 
(Rehmsmeier et al., 2004).

По мере поступления в базы данных новых 
полностью секвенированных геномов курицы 
и собаки и повышения качества аннотирова-
ния ранее секвенированных геномов человека, 
мыши и крысы становится возможным дальней-
шее развитие методов по предсказанию MRE. 
Например, предпринимаются попытки выявить 
специфичные для позвоночных характеристики 
MRE (Smalheiser, Torvik, 2004). Другой пример –  
разработка программы TargetScanS, учиты-
вающей уточненные правила комплементар-
ности между миРНК и MRE, расположенных 
в 3′-нетранслируемом районе у пяти видов 
организмов. Эта программа при соблюдении 
требования эволюционной консервативности 
MRE-кандидатов оказалась способна заметно 
повысить качество распознавания при отноше-
нии сигнала к фону как 3.8:1 даже без расчета 
термодинамической стабильности потенциаль-
ных дуплексов и, таким способом, предсказать 
5300 уникальных мРНК-мишеней человека. 
При этом анализ 5′-нетранслируемых и коди-
рующих районов той же выборки мРНК не дал 
значимых результатов (Lewis et al., 2005).

Особенный интерес представляют работы, 
посвященные выявлению корреляций между 
уровнями содержания миРНК и альтернативных 
изоформ мРНК, для которых компьютерными 
методами распознаются соответствующие MRE 
(Legendre et al., 2006), или оценка корреляций 
между присутствием потенциальных MRE  
в каком либо транскрипте, и изменениями в его 
содержании после экспериментов по нокдауну 
или сверхэкспрессии соответствующей миРНК 
(Sood et al., 2006; Wang Х., Wang Х., 2006), пос-
кольку именно такой комбинированный подход 
требуется для получения точных предсказаний 
об эффективности синтеза белка с той или иной 
изоформы мРНК.

Заключение

Представленный анализ данных литературы 
показывает, какую важную роль играют миРНК 

в регуляции активности генов. Несмотря на мо- 
лодость области молекулярной биологии, пос-
вященной миРНК и, вероятно, пока еще незна-
чительный объем наших знаний о разнообразии 
функций миРНК, все же некоторые обобщения 
уже сформулированы (Bartel, 2004; Bentwich, 
2005а; Carthew, 2006). Прежде всего, это замет-
ное сходство в функционировании транскрип-
ционных факторов (ТФ) и миРНК в качестве 
регуляторов экспрессии генов (Hobert, 2004): 
1) работают наподобие «выключателей»; 
2) способны давать плейотропные эффекты,  

т. е. одна миРНК или ТФ может регулировать 
много мишеней; 

3) способны давать комбинаторные и даже коо-
перативные эффекты, т.е. несколько миРНК 
или ТФ могут регулировать одну мишень; 

4) являются участниками авторегуляторных кон-
туров с негативными обратными связями; 

5) специфичность, по-видимому, часто зависит 
от кофакторов. 
Однако наблюдаются и некоторые раз-

личия в функционировании ТФ и миРНК  
(Hobert, 2004): 
1) ТФ могут быть активаторами, т. е. «пере-

ключателями» экспрессии генов-мишеней, 
в то время как миРНК действуют только как 
«выключатели», репрессоры; 

2) ТФ могут непосредственно вступать в мно- 
гочисленные контакты с другими ТФ с важ-
ными конформационными и функциональ-
ными последствиями, в то время как про 
способность миРНК взаимодействовать друг 
с другом ничего не известно; 

3) активность ТФ может быть модулирована 
различными модификациями, а про моди-
фикации зрелых миРНК также ничего не 
известно; 

4) ТФ действуют в ограниченном пространс-
тве ядра, в то время как миРНК – в сложно 
организованном, компартментализованном 
пространстве цитоплазмы и способны осу-
ществлять, по-видимому, субклеточный кон-
троль генной экспрессии, который особенно 
проявляется в нейробиологии; 

5) цис-элементы для ТФ могут быть распре-
делены на отрезках ДНК длиной тысячи  
и миллионы пар оснований, в то время как 



263Вестник ВОГиС,  2006,  Том 10,  № 2

цис-элементы для миРНК сосредоточены, 
как правило, в 3′-нетранслируемых районах 
мРНК в пределах нескольких тысяч основа-
ний, что, по-видимому, ведет к их ограничен-
ной способности к эволюционированию. 
Необходимо отметить также важные разли-

чия в процессе миРНК-опосредованной регуля-
ции экспрессии генов на посттранскрипцион-
ном уровне между животными и растениями:  
у растений миРНК действуют преимущественно 
как «выключатели» экспрессии генов-мишеней, 
разрушая транскрипты, а у животных – преиму-
щественно как «ограничители», более тонко 
настраивая соотношение между транскриптами 
и  соответствующими полипептидными продук-
тами (Bartel, Chen, 2004).

Эти два типа регуляторных трансфакторов, 
оперирующих на транскрипционном и пост-
транскрипционном уровнях, тесно взаимо-
действуют, регулируя друг друга, поскольку 
транскрипция миРНК-генов контролируется 
ТФ, а содержание последних контролируется 
качественным и количественным составом 
миРНК-пула. В целом наличие этих двух ти-
пов тесно взаимодействующих регуляторных 
трансфакторов, оперирующих на транскрип-
ционном и посттранскрипционном уровнях,  
делает систему регуляции дифференциальной 
экспрессии генов более модулярной, позволяя 
каждому индивидуальному компоненту быть 
проще за счет того, что, во-первых, регуляция 
транскрипции оказывается распределенной 
между промоторами белоккодирующих генов 
и миРНК-генов; во-вторых, снижается функ-
циональная ответственность за сам процесс  
транскрипции, довольно инерционный и непо-
воротливый, за реализацию быстрой регуляции 
с помощью негативных обратных связей (Bartel, 
Chen, 2004). 

Таким образом, миРНК, являясь необхо- 
димыми компонентами генных сетей и мо-
лекулярно-генетических систем в целом, 
предоставляют одновременно механизм для 
контроля унифицированности генной экс-
прессии и состава транскриптома и протеома  
в клетке определенного типа и простой способ 
их подстройки в соответствие с внешними  
и внутренними клеточными сигналами (Finnegan, 

Matzke, 2003; Bartel, Chen, 2004). В большин-
стве случаев мРНК-мишени и, соответственно, 
молекулярные процессы, запускаемые взаи-
модействием миРНК с ними, еще предстоит 
определить, и успех в этом в значительной мере 
зависит от эффективного взаимодействия ком-
пьютерных и экспериментальных подходов.
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Summary

miRNAs are single stranded ~22 nucleotides in length RNAs which bind mRNAs complementary or partially 
complementary to initiate the mRNAs degradation or their translation inhibition. This regulatory mechanism of 
posttranscriptional gene silencing is present obviously in all eukaryotes. MiRNAs are generated upon processing 
of hairpin shaped precursor RNA molecules, produced as a rule by RNA pol II transcription from specific genes. 
MiRNAs play important role in complex spatial and temporal regulation of gene activity as determine qualitative and 
quantitative content of transcripts pools and respective protein pools necessary for development of animal and plant 
tissues, organs and whole organisms. The aim of review is to show the recent results of experimental studies of miRNA 
genes (mainly of human and animals) genomic organization  and their expression patterns, of miRNAs biogenesis 
and molecular mechanisms of their interaction with protein coding mRNAs, to accentuate the role of computational 
bioinformatics methods for miRNA genes and mRNA-targets recognition.




