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Аннотация. Одним из подклассов микроРНК с до сих пор неизвестными специальными функциями являются 
митомиРы (mitomiRs) – митохондриальные микроРНК, которые в основном происходят из ядерной ДНК и им-
портируются в митохондрии, при этом изменение уровня их экспрессии ассоциировано с рядом заболева-
ний. Для выявления характерных особенностей митохондриальных микроРНК, отличающих их от остальных 
микроРНК, мы провели классификацию этих последовательностей с помощью метода случайного леса. Про-
веденный анализ впервые выявил достоверные различия между митомиРами и микроРНК по следующим 
характеристикам (по убыванию степени их важности в классификации): митомиРы имеют достоверно боль-
ший эволюционный возраст (низкий индекс филостратиграфического возраста, PAI), большее количество 
мишеней и ассоциаций с болезнями, в том числе митохондриальными (двусторонний точный тест Фишера, 
средние p-значения 1.82 × 10–89/1.13 × 10–96 для всех мРНК/болезней и 6.01 × 10–22/1.09 × 10–9 для митохондри-
альных); принадлежат к классу «циркулирующих» (среднее p-значение 1.20 × 10–56). Обнаруженные различия 
между митомиРами и остальными микроРНК могут помочь раскрыть способ доставки микроРНК в митохон-
дрии, свидетельствуют об эволюционной консервативности и важности митомиРов в регулировании функ-
ций и метаболизма митохондрий, а в целом говорят о том, что митомиРы не являются случайными микроРНК. 
Информация о 1312 экспериментально подтвержденных последовательностях митомиРов для трех организ-
мов (Homo sapiens, Mus musculus и Rattus norvegicus) собрана в базе mitomiRdb (https://mitomiRdb.org).
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Abstract. A subclass of miRNAs with as yet unknown specific functions is mitomiRs – mitochondrial miRNAs that 
are mainly derived from nuclear DNA and are imported into mitochondria; moreover, changes in the expression 
levels of mitomiRs are associated with some diseases. To identify the most pronounced characteristics of mitochon-
drial miRNAs that distinguish them from other miRNAs, we classified mitomiR sequences using the Random Forest 
algorithm. The analysis revealed, for the first time, a significant difference between mitomiRs and other micro
RNAs by the following criteria (in descending order of importance in the classification): mitomiRs are evolution-
arily older (have a lower phylostratigraphic age index, PAI); have more targets and disease associations, including 
mitochondrial ones (two-sided Fisher’s exact test, average p-values 1.82 × 10–89/1.13 × 10–96 for all mRNA/diseases 
and 6.01 × 10–22/1.09 × 10–9 for mitochondria, respectively); and are in the class of “circulating” miRNAs (average p-
value 1.20 × 10–56). The identified differences between mitomiRs and other miRNAs may help uncover the mode of 
miRNA delivery into mitochondria, indicate the evolutionary conservation and importance of mitomiRs in the regu-
lation of mitochondrial function and metabolism, and generally show that mitomiRs are not randomly encountered 
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miRNAs. Information on 1,312 experimentally validated mitomiR sequences for three organisms (Homo sapiens, 
Mus musculus and Rattus norvegicus) is collected in the mitomiRdb database (https://mitomiRdb.org).
Key words: mitomiR; mitochondria; miRNA; evolution; database.
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Введение
Митохондрии участвуют в обширных двунаправленных 
межклеточных взаимодействиях, регулируя как свой соб­
ственный протеом, так и общую клеточную приспособ­
ленность и здоровье организма. На сегодняшний день хо­
рошо известно, что основные пути биогенеза микроРНК 
начинаются в ядре и заканчиваются в цитоплазме (Bartel, 
2018; Salim et al., 2022; Ziętara et al., 2023). Однако есть 
наблюдения, что эти малые некодирующие РНК присут­
ствуют в органеллах, в том числе в митохондриях (Lung 
et al., 2006; Kren et al., 2009). Во многих случаях обнару­
женные митохондриальные микроРНК (так называемые 
митомиРы, mitomiRs) более представлены в митохондриях 
по сравнению с цитоплазмой. Все это предполагает на­
личие механизмов транспортировки ядерных микроРНК 
в митохондрии или существование собственного процес­
са созревания микроРНК непосредственно внутри самих 
митохондрий.

В пользу существования механизмов транспортировки 
свидетельствует обнаружение так называемых циркули­
рующих микроРНК (Pozniak et al., 2022). Несколько фак­
тов говорят в пользу альтернативы: во-первых, в митохон­
дриях обнаружены белковые комплексы (AGO2 и Dicer), 
участвующие в каноническом пути биогенеза микроРНК 
(Bandiera et al., 2011; Wang W.-X. et al., 2015); во-вторых, 
экспрессия митохондриальных генов может регулиро­
ваться с помощью митохондриальных микроРНК, и такая 
регуляция может проявляться в митохондриально-ассо­
циированных болезнях (Li et al., 2012; Tomasetti et al., 
2014; Zhang et al., 2014; Lin, Chu, 2021; Erturk et al., 2022; 
Gohel, Singh, 2022), а состав miRISC-комплекса (комплек­
са молчания генов, индуцируемого микроРНК) различа­
ется на разных стадиях развития организма. Перечислен- 
ное допускает возможность присутствия специфичного 
происхождения и биогенеза митомиРов, а также выполне­
ние пока неизвестных функций внутри митохондрий, что 
делает митохондриальные микроРНК новым подклассом 
микроРНК, важным для научных исследований. Однако 
специальные функции и особые пути биогенеза мито­
миРов до сих пор не установлены, и поэтому остается от­
крытым вопрос, не являются ли митомиРы обычными 
микроРНК, которые наблюдались в митохондриях по слу­
чайным причинам.

С целью определения факторов, специфичных для 
этого нового класса микроРНК, нами выполнен анализ 
микроРНК с помощью метода случайного леса, в рамках 
которого выявлены критерии, играющие наибольшую 
роль в классификации митомиРов (по убыванию степени 
их важности в классификации): индекс филостратиграфи­
ческого возраста (PAI) микроРНК, наличие у микроРНК 
мишеней и принадлежность микроРНК к классу «цирку­
лирующих». На основе полученных данных сделаны вы­

воды о возрасте митомиРов, их возможном появлении в 
митохондриях и об их значимости для функционирования 
организма.

Анализируемые митомиРы собраны в базу данных 
mitomiRdb (https://mitomiRdb.org), в которой объединены 
вручную выверенные экспериментально подтвержденные 
митохондриальные микроРНК. В базе представлена ин­
формация о митомиРах для трех млекопитающих: Homo 
sapiens, Mus musculus и Rattus norvegicus. Всего анноти­
ровано 1312 последовательностей со сведениями об их 
идентификаторах, нуклеотидных последовательностях, 
вторичных структурах предшественников. Также в базу 
включены ссылки на публикации с подтверждающими 
экспериментами и отражены экспериментально установ­
ленные связи этого класса малых некодирующих РНК с 
мРНК и болезнями (в том числе с митохондриальными). 
Все данные представлены в свободном доступе и могут 
быть загружены для дальнейшей автоматизированной 
компьютерной обработки.

Материалы и методы
В работе используются последовательности микроРНК из 
базы данных miRBase (https://miRBase.org, релизы с 10 
по 22.1) (Kozomara et al., 2019). В последнем релизе базы 
аннотированы 48 885 последовательностей микроРНК для 
285 организмов. Общее количество микроРНК для трех 
рассматриваемых организмов (H. sapiens, M. musculus и 
R. norvegicus) составляет 5398 последовательностей, из 
них 2274 отмечены создателями базы как микроРНК  с 
высокой степенью достоверности (микроРНК, картиро­
ванные риды которых соответствуют шаблону при про­
цессинге пре-миРНК комплексами Drosha/Dicer в класси­
ческом пути биогенеза).

Для изучения связи митомиРов с мРНК использует­
ся  база экспериментально установленных мишеней 
микроРНК miRTarBase (https://mirtarbase.cuhk.edu.cn, ре­
лиз 8.0) (Huang et al., 2020) – собранная вручную по на­
учным статьям база взаимодействий микроРНК-мишень 
с экспериментальными доказательствами прямых взаимо­
действий. Общее количество записей о взаимодействиях 
микроРНК и мРНК для человека, мыши и крысы состав­
ляет 553 118, из которых 13 311  записей соответствуют 
убедительным («сильным») экспериментам, а остальные 
539 807  записей отмечены как имеющие «слабые» под­
тверждения.

Набор экспериментально подтвержденных связей 
микроРНК с заболеваниями получен из базы данных 
RNADisease (http://www.rnadisease.org, релиз 4.0, раздел 
Experimental Data, записи с информацией о микроРНК-ас­
социированных заболеваниях) (Chen et al., 2022). Каждая 
такая связь получена путем ручного отбора данных из 
публикаций, с особым вниманием к экспериментальному 
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доказательству роли микроРНК в регулировании и пато­
генезе болезней и к анализу комплементарного связы­
вания мРНК, принимающих участие в течении болезни, 
с микроРНК. Общее количество записей в базе по трем 
рассматриваемым организмам (человек, мышь и крыса) 
составляет 211 150.

Для поиска локализации митомиРов в митохондриаль­
ных геномах и формирования списка митохондриальных 
генов использовались следующие эталонные последова­
тельности мтДНК: H. sapiens (NC_012920.1), M. musculus 
(NC_005089.1) и R. norvegicus (NC_001665.2) (Sayers et 
al., 2022). Также для изучения эволюции сайтов связыва­
ния микроРНК let-7a-5p были взяты митохондриальные 
геномы приматов: Gorilla gorilla (NC_001645.1), Pan pa­
niscus (NC_001644.1), Pongo pygmaues (NC_001646.1), 
Pan troglodytes (NC_001643.1) и Symphalangus syndacty­
lus (NC_014047.1) (Sayers et al., 2022).

В расчете индекса филостратиграфического возраста 
(phylostratigraphic age index, PAI) применяются таксоно­
мические группы, полученные с NCBI-сервера (https://
ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/taxonomy/new_taxdump, данные 
на 12.07.2022) (Sayers et al., 2022). Для каждой последо­
вательности микроРНК из 285  организмов вычислены 
все гомологичные микроРНК и тем самым определено 
распространение схожих микроРНК по организмам. Две 
микроРНК считаются гомологичными, если расстояние 
Хэмминга для их глобально выровненных нуклеотидных 
последовательностей составляет менее 10 % от длины по­
лученного выравнивания. Параметры выравнивания: вес 
замены (совпадения) 5.0, вес замены (несовпадения) –4.0, 
вес для первой вставки/удаления –10.0, вес для последую­
щих вставок/удалений –0.5. Чтобы рассчитать величину 
PAI каждой микроРНК, был задействован набор организ­
мов, в которых обнаружены гомологи этой микроРНК. Для 
отобранных организмов устанавливается наиболее общий 
таксон согласно таксономическим группам. Порядковый 
номер этого наиболее общего таксона и будет значением 
PAI (нумерация с нуля) (Mustafin et al., 2019).

DO- и KEGG-идентификаторы, а также названия за­
болеваний получены из проекта «Онтология болезней» 
(Schriml et al., 2022) и Киотской энциклопедии генов и 
геномов (Kanehisa et al., 2017). С помощью этой информа­

ции был сформирован список митохондриально-ассоции­
рованных заболеваний: в качестве таковых взяты названия 
и идентификаторы заболеваний, входящих в супергруппу 
(и ее подгруппы) KEGG H01427 (Mitochondrial disease), 
и заболевания, в названиях которых упоминаются мито­
хондрии. Общее количество полученных заболеваний – 
74 записи KEGG и 185 записей DO (данные представлены 
в Приложении 1)1.

Информация о циркулирующих (circulating) микроРНК 
человека, мыши и крысы взята из баз данных miRandola 
(релиз 02.2017, 606  микроРНК) и plasmiR (релиз от 
17.06.2021, 251 микроРНК) (Russo et al., 2018; Tastsog­
lou et al., 2021). Этому классу внеклеточных микроРНК 
характерно присутствие в отслеживаемых количествах 
в кровеносной системе и других жидкостях организма. 
Объединенное количество циркулирующих микроРНК из 
двух баз – 628 шт. (590 микроРНК человека, 18 – мыши, 
20 – крысы).

Схематическое описание процесса получения информа­
ции о митомиРах, а также процесса формирования связей 
митомиРов с мишенями и заболеваниями представлено 
на рис. 1. На первом этапе были отобраны статьи, в ко­
торых исследовались локализованные в митохондриях 
микроРНК и/или упоминается термин «митомиР/mito­
miR». Из этих публикаций выбраны 14 (с 2006 по 2021 г.), 
в которых экспериментально подтверждено присутствие 
микроРНК в митохондриях трех млекопитающих (H. sa­
piens, M. musculus, R. norvegicus) для разных типов клеток 
и тканей (Lung et al., 2006; Kren et al., 2009; Bian et al., 
2010; Bandiera et al., 2011; Barrey et al., 2011; Mercer et 
al., 2011; Das et al., 2012; Sripada et al., 2012; Dasgupta et 
al., 2015; Jagannathan et al., 2015; Wang W.-X. et al., 2015; 
Wang X. et al., 2017; Fan et al., 2019; Zheng et al., 2021). 
В указанных работах микроРНК (митомиРы) идентифи­
цируются по их названию (например, hsa-miR-1), которое 
с течением времени может изменяться в базе miRBase. На 
основании истории аннотаций miRBase для каждого на­
звания микроРНК определен соответствующий ему уни- 
кальный идентификатор (MIMAT-идентификатор) в базе 
miRBase, который позволяет однозначно идентифициро­
1 Приложения 1–4 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx27.xlsx
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Рис. 1. Общая схема процесса формирования базы данных mitomiRdb.

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx27.xlsx
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx27.xlsx
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вать последовательность микроРНК (и митомиРа) как в 
прошлых, так и в будущих релизах базы.

В процессе сопоставления данных мы обнаружили, что 
некоторые ранее аннотированные митомиРы исключены 
из базы miRBase в более поздних релизах. Чтобы получить 
более полную информацию, мы расширили нашу выбор­
ку митомиРов, добавив в нее 40 исключенных микроРНК 
и их 41  предшественника из ранних аннотаций в базе 
miRBase (Приложение 2). В результате собраны иденти­
фикаторы, нуклеотидные последовательности, вторичные 
структуры предшественников и другая информация о 
1312 митомиРах.

Для изучения характеристик рассматриваемых мито­
хондриально-ассоциированных микроРНК дополнитель­
но сформирована выборка из 4126 последовательностей 
так называемых не-митомиРов, которая включает в себя 
все микроРНК человека, мыши и крысы из базы данных 
miRBase (релиз 22.1), за исключением идентифицирован­
ных выше митомиРов.

На втором этапе, используя историю аннотаций 
микроРНК в базе miRBase, для названий микроРНК в 
каждой записи баз miRTarBase и RNADisease мы уста­
новили соответствующий уникальный идентификатор 
базы miRBase, позволяющий в дальнейшем однозначно 
ассоциировать микроРНК с таргетируемыми мРНК и за­
болеваниями. У некоторых записей не удалось опреде­
лить такой идентификатор из-за некорректности данных 
в базах (например, названия микроРНК hsa-miR-b5539, 
hsa-miRPlus-C1100 отсутствуют в базе miRBase) или из-за 
неполноты приведенных данных (например, запись в базе 
содержит название предшественника микроРНК hsa-let-
7a-1, по которому невозможно однозначно определить 
последовательность микроРНК из микроРНК-дуплекса). 
Исключив из рассмотрения такие записи, в итоге мы полу­
чили информацию о надежных связях между собранными 
митомиРами и мРНК/заболеваниями.

Наконец, имея в наличии набор ассоциаций митомиР-
мРНК и митомиР-заболевание, мы зафиксировали связи 
митомиРов с известными митохондриальными генами и 
заболеваниями. В базе mitomiRdb отмечена информация о 
связях обнаруженных митомиРов со 111 известными ми­
тохондриальными генами, кодирующими рРНК, тРНК и 
белки, для трех рассматриваемых митохондриальных ДНК 
человека, мыши и крысы. Каждая запись базы данных 
RNADisease содержит название заболевания и один или 
несколько идентификаторов заболевания: идентификатор 
DO (Schriml et al., 2022), идентификатор MeSH (Sayers et 
al., 2022) и идентификатор KEGG (Kanehisa et al., 2017; 
Schriml et al., 2022). Для каждой последовательности мито­
миРа мы дополнительно отразили ее связь (или отсутствие 
связи) с подготовленным общим списком заболеваний, а 
также отдельно с митохондриальными болезнями (При­
ложение 3).

Чтобы определить и ранжировать наиболее выражен­
ные характеристики митомиРов в сравнении со всеми 
остальными микроРНК, мы провели анализ микроРНК с 
помощью метода случайного леса (алгоритма машинно­
го обучения Random Forest) (Breiman, 2001). В качестве 
критериев классификации выбраны четыре бинарных и 
один числовой. Бинарные критерии: 1) является ли после­

довательность «циркулирующей» микроРНК; 2) является 
ли микроРНК «достоверной» согласно критериям базы 
miRBase; 3) есть ли у микроРНК мишени; 4) ассоцииро­
вана ли микроРНК с заболеваниями. Числовой критерий – 
значение величины PAI микроРНК.

Метод случайного леса применяется 100 раз на выбор­
ках микроРНК, подготовленных специальным образом: 
каждая выборка состоит из всех последовательностей ми­
томиРов и не-митомиРов, из которых удалены микроРНК 
из семейств гомологичных последовательностей за  ис­
ключением одного (случайно выбранного) представите­
ля. В каждом тесте метода в качестве проверочной вы­
борки выступает случайно сгенерированная подвыборка  
(1/3 от общего числа последовательностей), оставшаяся 
часть используется для обучения модели. Статистические 
оценки и уровни значимости критериев усредняются по 
всем тестам.

Результаты
Статистика. Мы собрали информацию о 1312  мито­
хондриальных микроРНК (митомиРах) млекопитающих 
Homo sapiens, Mus musculus и Rattus norvegicus. В анноти­
рованные митомиРы были добавлены те последователь­
ности, которые к настоящему времени исключены из базы 
miRBase по разным причинам: например, микроРНК hsa-
miR-1974, hsa-miR-1977 и hsa-miR-1978 располагаются в 
области митохондриальных тРНК; характер ридов из экс­
периментов RNAseq для микроРНК hsa-miR-6723-5p не 
соответствует правилам аннотации, принятым в miRBase; 
микроРНК mmu-miR-2145 представляет собой фрагмент 
5S рРНК; и другие записи, предположительно представ­
ляющие собой транскрипционный шум или имеющие 
признаки неканонических путей биогенеза созревания. 
Около 66.6 % (874 шт.) обнаруженных митомиРов явля­
ются микроРНК человека, все остальные принадлежат 
мыши (30.6 %, 401 шт.) и крысе (2.8 %, 37 шт.). 

Сравнивая нуклеотидные последовательности и назва­
ния митомиРов попарно друг с другом, мы обнаружили 16 
(из 37 возможных по минимальному числу митомиРов в 
R. norvegicus) консервативных митомиРов, т. е. тех, кото­
рые наблюдаются в митохондриях каждого из трех рас­
смотренных организмов. 30.6 % всех митомиРов описа­
ны  более чем в одной из рассматриваемых статей, что 
может свидетельствовать об их более высокой достовер­
ности в качестве митохондриальных. Только девять после­
довательностей митомиРов (hsa-miR-1973, hsa-miR-1974, 
hsa-miR-1977, hsa-miR-1978, hsa-miR-4461, hsa-miR-4463, 
hsa-miR-4284, hsa-miR-4485-3p, mmu-miR-805) полностью 
картированы на митохондриальную ДНК (три – на тРНК 
и рРНК, два – на белок-кодирующие области, один – на 
D-петлю), из них лишь пять (hsa-miR-1973, hsa-miR-1974, 
hsa-miR-1977, hsa-miR-1978, hsa-miR-4485-3p) допол­
нительно подтверждены RT-PCR/RT-qPCR/qRT-PCR 
экспериментами или наблюдаются в митохондриях в 
превалирующем количестве по сравнению с цитоплазмой.

Критерии. Анализ характеристик митомиРов в срав­
нении с остальными микроРНК не дает возможности 
однозначно классифицировать этот класс ни по одному 
из критериев (рис.  2,  a). Классификация митомиРов с 
помощью алгоритма случайного леса (Random Forest) по­
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зволяет ранжировать критерии по степени оказываемого 
влияния в классификации и тем самым определить наи­
более важные характеристики митомиРов. С рассматри­
ваемыми критериями метод демонстрирует усредненные 
ошибки предсказания на обучающей/тестовой выборках 
0.20 ± 0.003 и 0.22 ± 0.006 соответственно. При этом наибо­
лее значимыми критериями для классификации оказались 
(1) значение PAI, (2) наличие мишеней и (3) принадлеж­
ность микроРНК к классу циркулирующих (см. рис. 2, б). 
Менее значимые критерии  – ассоциация микроРНК с 
болезнями и «достоверность» микроРНК; при этом «до­
стоверность» микроРНК играет в классификации наи­
меньшую роль.

Эволюционная характеристика PAI (phylostratigraphic 
age index  – индекс филостратиграфического возраста), 
которая отражает возраст митомиРов, оказалась самым 
значимым критерием для классификации митомиРов. PAI 
принимает значения порядкового номера таксона (узла 
филостратиграфического дерева), наиболее удаленного от 
его корня и встречающегося в таксономических группах 
последовательности микроРНК и всех ее гомологов. Со­
гласно значениям PAI, последовательности митомиРов в 
среднем демонстрируют большую эволюционную кон­
сервативность, чем не-митомиРы. Минимальное значение 
PAI у митомиРов равно 4 (рис. 3). Только четыре митомиРа 
(hsa-miR-99a-5p, mmu-miR-99a-5p, hsa-miR-100-5p и mmu-
miR-100-5p) и два не-митомиРа (rno-miR-99a-5p, rno-miR-
100-5p) имеют такое значение, поскольку их гомологи 
были обнаружены для организма Nematostella vectensis и 
свидетельствуют о древней истории происхождения этих 
микроРНК (Grimson et al., 2008).

Однако у эволюционно отдаленных видов гомология 
последовательностей микроРНК, даже при наличии со­
ответствующей шпилечной структуры предшественни­
ка, не гарантирует существование настоящей микроРНК 
(Grimson et al., 2008). Все вышеперечисленные митомиРы 
относятся к большому семейству микроРНК mir-10. Это 

семейство содержит также митомиРы человека и мыши 
(miR-10a, miR-10b, miR-125b из 5р-ветви предшественни­
ков) с PAI = 5, тогда как микроРНК крысы из этого же се­
мейства соответствуют не-митомиРам, что, вероятно, свя- 
зано с недостаточной изученностью митохондрий крыс и 
небольшим количеством обнаруженных митомиРов для 
этого организма. Известно, что «семейные» микроРНК, 
такие как mir-10, обычно старше, более эффективны, на­
целены на большее количество мРНК и с большей веро­
ятностью связаны с заболеваниями. Все это указывает на 
важность митомиРов для функции и метаболизма мито­
хондрий.

Следующие по важности критерии для классифика­
ции митомиРов  – это факт обнаруженных мишеней и 
«циркулируемость» микроРНК. Количество записей о 
взаимодействии митомиРов с мРНК составляет 23 151 
от общего числа для всех микроРНК, включая 3318 за­
писей с «сильными» подтверждениями взаимодействий и 
19 833 – со «слабыми» (Приложение 4). Надо отметить, что 
рассматриваемая часть miRTarBase не содержит записей 
с межвидовыми взаимодействиями, т. е. наблюдений, где 
организм микроРНК не совпадает с организмом таргети­
руемой мишени. Примечательно, что значительно мень­
шее количество митомиРов (по сравнению с количеством 
не-митомиРов) связано примерно с таким же количест­
вом мРНК, что и у не-митомиРов. Двусторонний точный 
тест Фишера (среднее p-значение 1.82 × 10–89 ± 7.73 × 10–89) 
демонстрирует статистически достоверную связь между 
видом микроРНК (митомиР/не-митомиР) и ассоциацией 
с мРНК (см. таблицу). Все перечисленное может свиде­
тельствовать о важной регуляторной роли митохондриаль­
ных микроРНК.

Далее мы ограничились митохондриальными генами и 
их связью с митомиРами. Общее количество таких генов 
(кодирующих рРНК, тРНК и белки) для трех исследуе­
мых мтДНК составляет 111. Особенностью базы данных 
miRTarBase является то, что она содержит информацию 
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Рис. 2. Сравнение критериев классов микроРНК.
а – диаграмма Венна, охватывающая разные критерии последовательностей микроРНК: принадлежность классу митомиРов, «достоверность» микроРНК, 
«циркулируемость» микроРНК, наличие у микроРНК мишеней, ассоциация микроРНК с болезнями; б – уровни значимости критериев для предсказания 
последовательностей митомиРов с помощью алгоритма Random Forest в 100 тестах. Линией отмечено среднее значение уровня значимости критерия 
по выборке, длина «усов» – разность первого квартиля и полутора межквартильных расстояний и сумма третьего квартиля и полутора межквартильных 
расстояний.
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только о белок-кодирующих митохондриальных генах и 
не содержит об РНК-кодирующих. Установлено, что всего 
65 митомиРов таргетируют митохондриальные мРНК, а 
1247 – нет. При этом последовательности всех таргети­
рующих митомиРов не картируются на митохондриаль­
ную ДНК, т. е. эти митомиРы – внешние по отношению 
к митохондриям. МитомиРы таргетируют 12 митохонд­
риальных мРНК: ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6, 
COX1, COX2, COX3, CYTB, ATP6. Наибольшее количество 
митомиРов (>15) нацелено только на две мРНК человека 
(ATP6, COX1), наименьшее количество митомиРов (<5) 
связано с мРНК человека ND3/ND4L и мРНК мыши и 
крысы COX1. В то же время всего один не-митомиР 
hsa-miR-15a-3p из 4126 не-митомиРов таргетирует мито­
хондриальную мРНК ND4L. Двусторонний точный тест 
Фишера (среднее p-значение 6.01 × 10–22 ± 2.30 × 10–21) 
демонстрирует статистически достоверную связь между 
видом микроРНК (митомиР/не-митомиР) и ассоциацией 
с митохондриальными мРНК.

Значимость критерия ассоциации митомиРов с классом 
«циркулирующих» микроРНК может отражать особый 

способ транспортировки митомиРов в митохондрии. Срав­
нение выборок митомиРов и не-митомиРов (см. рис. 2, а) 
показывает, что среди циркулирующих микроРНК ми­
томиРы более представлены, чем не-митомиРы (всего 
377 митомиРов против 251 не-митомиРа). Точный тест 
Фишера на наборах микроРНК, «очищенных» от гомо­
логичных последовательностей, демонстрирует среднее 
p-значение 1.20 × 10–56 ± 7.44 × 10–56.

Хотя ассоциация с заболеваниями демонстрирует более 
низкую значимость критерия для классификации, чем упо­
мянутые выше (из-за обнаруженного сходства с критерием 
наличия мишеней, см. таблицу и Приложение 4), этот кри­
терий может быть важным для общего понимания функ­
ций митомиРов. Для каждой последовательности мито­
миРа и не-митомиРа мы установили связь (или отсутствие 
связи) с заболеваниями, в том числе митохондриальными. 
Используя данные базы RNADisease мы обнаружили всего 
36 (из 1312) митомиРов, связанных с митохондриальными 
заболеваниями (по их названиям или идентификаторам). 
С другой стороны, только 9 (из 4126) не-митомиРов имеют 
такую же ассоциацию, возможно, обусловленную таргети­
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Рис. 3. Кумулятивное распределение последовательностей митомиРов и не-митомиРов по значениям PAI. Доля митомиРов 
с PAI < 16 превышает соответствующую долю остальных микроРНК с уровнем значимости 1.10 × 10–41 ± 5.97 × 10–41.
Минимальное значение PAI, равное 4, соответствует четырем митомиРам (hsa-miR-99a-5p, mmu-miR-99a-5p, hsa-miR-100-5p, mmu-
miR-100-5p) и двум не-митомиРам (rno-miR-99a-5p , rno-miR-100-5p) из широко распространенного семейства микроРНК mir-10.

Характеристики, по которым наблюдаются достоверные различия между микроРНК и митомиРами

Характеристика митомиРы Остальные 
микроРНК

p-значение по 100 тестам

Общее число 1312 4126 –

Доля микроРНК, которые таргетируют мРНК (miRTarBase) 0.94 0.60 1.82 × 10–89 ± 7.73 × 10–89

Доля микроРНК, которые таргетируют митохондриальные мРНК 
(miRTarBase)

0.05 0.0002 1.20 × 10–56 ± 7.44 × 10–56

Доля микроРНК, которые ассоциированы с болезнями (RNADisease) 0.99 0.77 1.13 × 10–96 ± 3.89 × 10–96

Доля микроРНК, которые ассоциированы с митохондриальными 
болезнями (RNADisease)

0.03 0.002 1.09 × 10–9 ± 2.14 × 10–9

Доля микроРНК, которые являются циркулирующими 0.29 0.06 1.20 × 10–56 ± 7.44 × 10–56

Доля микроРНК с PAI < 16 0.26 0.01 1.10 × 10–41 ± 5.97 × 10–41

Примечание. Оценка значимости различия характеристик проводилась при усреднении по 100 реализациям при случайном выборе одной последо-
вательности из гомологичных.
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рованием не-митомиРами ядерных мРНК с митохондри­
альной локализацией продукта. В обоих случаях выявлены 
ассоциации с группой заболеваний “Mitochondrial disease” 
и c MNGIE-синдромом (см. Приложение 3). Двусторонний 
точный тест Фишера (средние p-значения 1.13 × 10–96 ±  
± 3.89 × 10–96 / 1.09 × 10–9 ± 2.14 × 10–9 для всех и для мито­
хондриальных заболеваний соответственно) показывает, 
что митомиРы более тесно связаны с заболеваниями, чем 
не-митомиРы. Ассоциации с митохондриальными мРНК 
и болезнями могут свидетельствовать о важной роли ми­
томиРов в активности митохондрий.

Данные. База mitomiRdb (https://mitomiRdb.org) предо­
ставляет пользовательский веб-интерфейс для доступа к 
данным митомиРов и выполнения поиска информации. 
mitomiRdb включает следующие сведения (в соответствии 
с базой miRBase): уникальный идентификатор (MIMAT), 
название, нуклеотидную последовательность и организм 
наблюдения микроРНК в митохондриях. Кроме того, 
для записи отображается флаг достоверности митомиРа 
в случае, если он ассоциирован с митохондриальными 
мРНК/заболеваниями или картирован на митохондриаль­
ный  геном. В качестве дополнительной информации 
представлена вторичная структура предшественников 
микроРНК, ссылки на подтверждающие публикации, спи­
сок ассоциированных болезней и мРНК. Для «достовер­
ных» митомиРов приведен список ассоциированных ми- 
тохондриальных мРНК/заболеваний и отмечен коммента­
рием факт присутствия последовательности митомиРа в 
мтДНК. Все размещенные на сайте данные доступны для 
скачивания в формате SQLite для дальнейшей компью­
терной обработки (doi.org/10.6084/m9.figshare.22592380).

Обсуждение
К настоящему времени в митохондриях обнаружено боль­
шое число микроРНК. При этом до сих пор неизвестно, 
обусловлено ли присутствие микроРНК в митохондриях 
выполняемыми ими функциями или же наблюдались 
случайные микроРНК. В первом случае такие митохон­
дриальные микроРНК могут иметь особенности своего 
биогенеза и регуляции экспрессии генов, в частности ми- 
тохондриальных. В рамках данной работы мы проана­
лизировали характеристики микроРНК с целью опреде­
ления факторов, отличающих митомиРы от остальных 
микроРНК, и подтверждения факта неслучайности наблю­
дения этого класса микроРНК. 

Самым значимым для митомиРов оказалось значение 
индекса филостратиграфического возраста – величины, 
характеризующей эволюционный возраст последователь­
ности. Меньшие значения PAI у митомиРов свидетель­
ствуют о том, что в среднем митомиРы более старые и, 
как большинство старых микроРНК, чаще задействованы 
в большем числе важных регуляторных процессов, в том 
числе включающих участие митохондрий.

Выявлена также значимая связь митомиРов с мРНК 
(включая митохондриальные) на основе информации об 
экспериментально установленных взаимодействиях 
микроРНК с мишенями. Это может свидетельствовать о 
неслучайности наблюдения митомиРов внутри митохон­
дрий и о важности митомиРов для функционирования 
организма и митохондрий в частности. Взаимодействие 

микроРНК-мРНК не обязательно влечет за собой молча­
ние генов. Около половины экспериментально идентифи- 
цированных взаимодействий микроРНК-мРНК прихо­
дятся на те, в которых отсутствует непрерывная комп­
лементарность нуклеотидов в сид-регионе (позиции 2–5) 
микроРНК (Grosswendt et al., 2014) и которые наиболее 
важны для ассоциации с мишенью (Chandradoss et al., 
2015; Salomon et al., 2015). Неканонические сайты свя­
зывания, хотя и идентифицируются CLIP-методами, не 
всегда влияют на экспрессию генов (Agarwal et al., 2015). 
Полезным свидетельством функциональности сайта 
будет  его эволюционное сохранение. Чтобы проверить 
предложенный аргумент на одном примере митомиРа, 
мы выбрали единственный сайт связывания, для которо­
го экспериментальные предсказания соответствуют ком­
пьютерному (Khorsandi et al., 2018). Сайт находится в 
позиции 13418–13439 гена mt-ND5 мтДНК человека, не­
далеко от нее (1081 п. н. от начала ND5) у других приматов 
и связывает микроРНК hsa-let-7a. Этот сайт возникает у 
человека благодаря синонимичной замене C>T в позиции, 
которая соответствует второму нуклеотиду сид-региона 
микроРНК let-7a. Между тем в рассматриваемой позиции 
наблюдается обратный SNP T>C (rs386829181, частота 
аллеля 7×10–4) (Sherry, 2001), который тесно связан с кра­
ниальными менингиомами у китайских пациентов.

Следующим фактором, выделяющим митомиРы сре­
ди остальных микроРНК, является их принадлежность 
к классу циркулирующих. Циркулирующие микроРНК 
относятся к классу внеклеточных РНК, наблюдаемых в 
достаточных количествах в разных жидкостях организма. 
Важность данного фактора для классификации митомиРов 
может свидетельствовать о возможном сходстве между ме­
ханизмами свободного перемещения микроРНК из клетки 
и транспортировкой митомиРов внутрь митохондрий.

Хотя критерий, основанный на связи митомиРов с 
болезнями, выглядит менее важным для классификации 
вследствие совпадения ассоциаций как митомиРов, так 
и остальных микроРНК с мишенями и болезнями (см. 
Приложение 4), статистические критерии показывают 
значимую связь между болезнями и митомиРами, что мо­
жет говорить о важной роли митомиРов в регулировании 
процессов организма и митохондрий в частности.

Наименее важный из рассмотренных факторов опреде­
ления митомиРов – критерий «достоверности» (согласно 
авторам базы miRBase). Это может указывать на наличие 
у митомиРов неизвестного пути созревания, при котором 
формируется дуплекс микроРНК-микроРНК  с  некано­
ническими свисающими концами, в отличие от канони­
ческих двунуклеотидных (которые используются  в  ка­
честве одного из критериев «достоверности») при редак­
тировании предшественника микроРНК комплексами 
Drosha и Dicer.

Несмотря на присутствие митохондрий во всех типах 
клеток исследуемых млекопитающих, вклад факторов 
тканеспецифичности и уровня экспрессии микроРНК в 
различие митомиРов и не-митомиРов пока невозможно 
оценить ввиду того, что существующие эксперименталь­
ные наблюдения митомиРов охватывают незначительное 
количество тканей и содержат недостаточно информации 
об экспрессии митомиРов.
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Заключение
В рамках работы выделены следующие характеристики 
митохондриальных микроРНК, которые отличают их от 
остальных микроРНК, по убыванию степени их важности: 
индекс филостратиграфического возраста (PAI), наличие 
у микроРНК мишеней и принадлежность микроРНК к 
классу «циркулирующих». Выявленные характеристики 
могут помочь пролить свет на особенности происхожде­
ния, процессинга и функции митомиРов.

Все экспериментально исследованные митомиРы со­
браны в базе данных mitomiRdb (https://mitomiRdb.org). 
Представленная база данных может быть полезна для 
более полного изучения микроРНК и их подкласса  – 
митомиРов.
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