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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

BF – бромфеноловый синий 

EIciRNA – кольцевая рибонуклеиновая кислота с экзон-интронной структурой 

EIPA – 5-(N-этил-N-изопропил)амилорид 

ESCRT – белковый комплекс, отвечающий за транспорт в процессе эндосомальной 

сортировки (endosomal sorting complex required for transport)  

FPKM – количество прочтений, нормированное на длину экзона в килобазах и на 

количество прочтений в кДНК-библиотеке в миллионах (fragments per kilobase of exon per 

million fragments mapped) 

HPRT – гипоксантин-гуанин фосфорибозилтрансфераза 

ILV – интралюминальные везикулы мультивезикулярного тельца 

LBPA – лизобисфосфатидная кислота 

LINE - длинные повторяющиеся генетические элементы (long interspersed elements) 

LTR – длинные концевые повторы (long terminal repeats) 

MVB – мультивезикулярное тельце 

NPM1-His6 – рекомбинантный аналог нуклеофозмина 1 человека, содержащий 

полигистидиновый тракт (HHHHHH) на N-конце  

PMSF – фенилметил-сульфонилфторид 

SINE – короткие повторяющиеся генетические элементы (short interspersed elements) 

АА – акриламид 

АКЛ – аденокарцинома легкого 

бис-АА – бис-акриламид 

ДМСО – диметилсульфоксид 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

днРНК – длинная некодирующая РНК 

ДСН – додецилсульфат натрия 

ДТТ – дитиотреитол 

дцРНК - двуцепочечная РНК 

дцРНК-ВПЧ – двуцепочечная РНК вирусо-подобных частиц 

ДЭПК - диэтилпирокарбонат 

е. а. – единицы активности 

ИПТГ - изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид 

кДНК – комплементарная дезоксирибонуклеиновая кислота 

кцРНК – кольцевая рибонуклеиновая кислота 

ЛПВП – липопротеины высокой плотности 
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мА – миллиампер 

мРНК – матричные РНК 

мтРНК – митохондриальные РНК 

МТТ – 3-(4, 5-диметил-2-тиазолил)-2, 5-дифенил-2H-тетразолия бромид 
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ВВЕДЕНИЕ 

Кровь является одной из самых динамичных тканей человека и отличается 

повышенной вариабельностью состава не только между индивидуумами, но и в пределах 

одного организма, отражая его физиологическое состояние. РНК присутствуют в крови 

человека в форменных элементах, а также во внеклеточных мембранных везикулах 

(апоптотических тельцах, микровезикулах и экзосомах), внеклеточных комплексах с РНК-

связывающими белками и комплексах с липопротеинами высокой плотности [1-3]. 

Изменение набора РНК периферической крови, в том числе и ее внеклеточных фракций, 

таких как плазма и сыворотка, отражает протекание различных физиологических и 

патологических процессов в клетках и тканях организма. Изменения состава РНК 

циркулирующих везикул крови используют для разработки перспективных подходов к 

малоинвазивной диагностике заболеваний человека. И хотя в настоящее время структура 

и свойства внеклеточных РНК человека исследованы лишь частично, данные литературы 

указывают на то, что внеклеточные мембранные везикулы крови содержат 

полноразмерные формы всех классов клеточных РНК, таких как рРНК, тРНК, мРНК, 

микроРНК, коротких и длинных некодирующих РНК, а также их фрагменты [4, 5]. Для 

внеклеточных микроРНК крови также показана их циркуляция в комплексах с 

липопротеинами высокой плотности [3] и РНК-связывающими белками, такими как 

аргонавт 2 (AGO2) [2] и нуклеофозмин 1 (NPM1) [6]. 

Показано также, что внеклеточные комплексы – везикулы, рибонуклеопротеины и 

липопротеины – являются медиаторами процессов межклеточного взаимодействия, и 

вовлечены в развитие иммунного ответа, воспалительных реакций, а также опосредуют 

процессы, связанные с развитием онкологических заболеваний и вирусных инфекций [1]. 

В связи с этим огромный интерес вызывает возможность использования циркулирующих 

комплексов для доставки лекарственных средств и поиска диагностических маркеров.  

Несмотря на интенсивные исследования, направленные на описание состава 

циркулирующих РНК крови, данных о сравнительном анализе распределения клеточных 

РНК во фракциях плазмы крови человека, обогащенных мембранными везикулами или 

циркулирующими невезикулярными (немембранными) рибонуклеопротеиновыми 

комплексами, представлено не было.  

Дальнейшие исследования биогенеза, транспортировки и интернализации 

внеклеточных комплексов позволят расширить представления о потенциале таких 

комплексов и усовершенствовать существующие подходы к диагностике и терапии 

заболеваний человека. 
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Целью данной работы являлось проведение сравнительного анализа состава 

внеклеточных РНК фракций плазмы крови человека в норме и при развитии 

онкологического заболевания, а также оценка эффективности проникновения комплексов 

синтетических аналогов внеклеточных РНК и нуклеофозмина 1 в клетки человека. 

В ходе работы необходимо было решить следующие задачи: 

- методом последовательного центрифугирования получить фракции крови 

здоровых доноров и пациентов с немелкоклеточным раком легкого (НМРЛ), обогащенные 

внеклеточными циркулирующими везикулами, и провести анализ морфологии, 

антигенного состава и гидродинамических размеров частиц; 

- провести высокопроизводительное секвенирование РНК фракций плазмы крови 

здоровых доноров и пациентов с НМРЛ и охарактеризовать наборы полученных РНК; 

- выявить формы РНК, характеризующиеся дифференциальным распределением во 

фракциях крови; 

- выявить формы РНК, характеризующиеся дифференциальной экспрессией в 

анализируемых фракциях крови здоровых доноров и пациентов с НМРЛ; 

- провести поиск кольцевых РНК в составе фракций крови человека и определить 

распределение их полноразмерных форм во фракциях крови здоровых доноров методом 

ОТ-ПЦР в режиме реального времени; 

- исследовать влияние рекомбинантного белка нуклеофозмина 1 на эффективность 

накопления синтетических аналогов внеклеточных РНК в клетках аденокарциномы 

молочной железы человека MCF-7. 

Научная новизна полученных результатов и практическая значимость. В 

настоящей работе впервые проведен сравнительный анализ состава РНК внеклеточных 

комплексов, циркулирующих в крови человека в норме и при немелкоклеточном раке 

легкого (НМРЛ). Показано, что внеклеточные везикулы плазмы крови, осаждаемые при 

усилиях 160 000 g, отличаются повышенным содержанием фрагментов малых ядерных 

РНК U1, U5A/B и U6 и пониженным содержанием фрагментов малых ядрышковых РНК.  

В составе РНК фракций крови здоровых доноров и пациентов с НМРЛ выявлено 8 

новых форм кольцевых РНК, ранее не аннотированных в базе данных circbase.org. 

Впервые показано, что полноразмерные кольцевые РНК циркулируют в крови в составе 

комплексов с мембранными везикулами крови.  

Впервые проведен анализ влияния рекомбинантного белка нуклеофозмина 1 на 

проникновение синтетических аналогов внеклеточных РНК плазмы крови в клетки 

человека и показано, что протяженные структурированные РНК (> 300 н.) в комплексе с 
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нуклеофозмином 1 эффективнее накапливаются в клетках по сравнению со свободными 

РНК. 

Полученные в работе данные об относительном содержании фрагментов и 

полноразмерных РНК в составе различных типов внеклеточных комплексов плазмы крови 

человека в норме и при раке легкого расширяют и дополняют существующие 

представления о составе РНК циркулирующих комплексов крови. Выявленные для 

каждой фракции характеристические РНК, а также РНК, содержание которых во фракциях 

крови здоровых доноров отличается от онкопациентов, могут быть использованы для 

разработки ОТ-ПЦР тест-систем для ранней диагностики НМРЛ. Подход, разработанный 

для доставки аналогов синтетических РНК в клетки, основанный на использовании РНК-

связывающих белков, может стать основой для создания РНК-трансфектантов белковой 

природы. 

Положения, выдвигаемые на защиту. 

1) Везикулы, осаждаемые из плазмы крови человека при усилиях 16 000 g и 

160 000 g, имеют диаметр 40-100 нм и обогащены поверхностными маркерами 

тромбоцитов, Т-клеток и эндосом; 

2) Везикулы плазмы крови человека, осаждаемые при усилиях 160 000 g, 

отличаются от других внеклеточных комплексов крови повышенным содержанием 

фрагментов малых ядерных РНК U1, U5A/B и U6; 

3) Везикулы плазмы крови человека обеднены фрагментами малых 

ядрышковых РНК; 

4) Наборы РНК внеклеточных комплексов крови здоровых доноров и 

пациентов с немелкоклеточным раком легкого отличаются по содержанию 

индивидуальных форм РНК классов мРНК, микроРНК и малых ядрышковых РНК; 

5) В составе внеклеточных циркулирующих комплексов плазмы крови 

человека присутствуют кольцевые РНК, при этом показано, что полноразмерные 

кольцевые РНК циркулируют в крови в составе везикул; 

6) Рекомбинантный аналог нуклеофозмина 1 человека образует стабильные 

комплексы с протяженными структурированными РНК (> 300 н.) и повышает 

эффективность проникновения таких РНК в клетки человека. 

Публикации и апробация результатов. По материалам диссертации 

опубликовано 4 статьи в рецензируемых научных журналах. Результаты работы были 

представлены на II Международной конференции "Физико-химическая биология" 

(Новосибирск, Россия, 2011), 16-ой Международной Пущинской школе-конференции 

молодых ученых "БИОЛОГИЯ - НАУКА XXI ВЕКА" (Пущино, Россия, 2012), 
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Международной конференции «Постгеномные технологии для биомедицины» 

(Новосибирск, Россия, 2012), Международной научно-практической конференции 

«Фармацевтические и медицинские бионанотехнологии» (Москва, Россия, 2012), 

Международной конференции EMBO|EMBL Symposium «The complex life of mRNA» 

(Хайдельберг, Германия, 2012), научной конференции «Высокопроизводительное 

секвенирование в геномике» (Новосибирск, Россия, 2013), Международной конференции 

FEBS EMBO 2014 (Париж, Франция, 2014), Международной конференции «IX Congress 

CNAPS – Circulating Nucleic Acids in Plasma and Serum» (Берлин, Германия, 2015), VII 

Российском симпозиуме «Белки и пептиды» (Новосибирск, Россия, 2015), XIII 

Всероссийской научно-практической конференции с международным участием 

«Отечественные противоопухолевые препараты» памяти А.Ю. Барышникова (Москва, 

Россия, 2016), Международной конференции15th Annual Meeting of the International 

Society for Extracellular Vesicles (Роттердам, Нидерланды, 2016), Международнойя 

конференции «Химическая биология-2016» (Новосибирск, Россия, 2016), V съезде 

биохимиков России (Сочи, Россия, 2016). 

Структура и объем диссертации. Диссертационная работа состоит из введения, 

литературного обзора, экспериментальной части, результатов и их обсуждения, выводов, 

списка литературы и приложения. Работа изложена на 135 страницах, включает 17 

рисунков, 7 таблиц и 1 приложение. Список литературы содержит 270 источников.  

Личный вклад автора. Большинство экспериментов и анализ полученных данных 

выполнены лично автором. Забор крови из локтевой вены здоровых доноров проведен в 

ЦНМТ Гладких Л. Ф. Подбор пациентов с НМРЛ и забор крови из локтевой вены у 

пациентов проведен в торакальном отделении ГБУЗ НСО «НООД» под руководством 

к.м.н., Козлова В. В. Секвенирование кДНК-библиотек на платформе SOLiD выполнены в 

ЦКП «Геномика» СО РАН. Масс-спектрометрический анализ подготовленных образцов 

белков выполнен сотрудниками центра Масс-спектрометрического анализа ИХБФМ СО 

РАН. Микроскопические исследования были проведены в группе микроскопического 

анализа ИХБФМ СО РАН д.б.н. Рябчиковой Е. И. и к.б.н. Разум К. С. 

Биоинформационный анализ данных высокопроизводительного секвенирования был 

выполнен совместно с научным руководителем работы, к.х.н., доцентом Семеновым Д. В. 
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ГЛАВА 1. ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ КОМПЛЕКСЫ КРОВИ И ИХ 

РНК (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ) 

1.1 Введение 

Кровь человека обеспечивает все системы организма питательными веществами, 

такими как аминокислоты, сахара, липиды и электролиты. Кроме того кровь опосредует 

отток метаболитов и углекислого газа, участвует в процессах, связанных с поддержанием 

гомеостаза (постоянство внутренней среды), а также осуществляет транспорт сигнальных 

молекул (гормонов, нейромедиаторов) в процессе межклеточной коммуникации [7]. 

Кровь представляет собой взвесь форменных элементов (клеток крови) в жидкой 

плазме. Форменные элементы крови подразделяются на эритроциты, лейкоциты и 

тромбоциты [8]. Плазма крови состоит из воды и растворенных в ней белков (альбумины, 

иммуноглобулины, фибриноген), электролитов, ферментов, гормонов, питательных 

органических веществ (глюкоза, липиды, витамины) и метаболитов (мочевина, креатинин) 

[7, 8]. Недавно было установлено, что в плазме крови человека присутствуют комплексы 

РНК с белками и липопротеинами, а также РНК-содержащие мембранные везикулы, 

секретируемые различными клетками организма [2, 3, 9].  

Состав белков и РНК мембранных везикул крови меняется при развитии 

патологических процессов, таких как онкологические и аутоиммунные заболевания [10, 

11], а также в зависимости от физиологического состояния человека, например, при 

беременности [12]. Показано, что везикулы крови участвуют в регуляции процессов 

свертывания крови [13], иммунного ответа, в частности презентации антигенов [14], 

воспалительных реакций [15], а также используются патогенами и 

онкотрансформированными клетками для модуляции патологических процессов [3, 16, 

17]. 

В обзоре представлены данные о биогенезе, составе и функциях известных 

внеклеточных РНК-содержащих комплексов крови, а также рассмотрены возможности 

практического применения этих комплексов для диагностики и терапии забоылеваний 

человека. 

1.2 Внеклеточные РНК-содержащие комплексы крови человека 

Впервые внеклеточные комплексы, а именно везикулы были описаны Питером 

Вольфом в 1967 году. В своей работе он показал, что в процессе свертывания крови 

тромбоциты выделяют обогащенные липидами частицы, названные им тромбоцитарная 

пыль («platelet dust»), которые можно выделить из плазмы крови с помощью 

ультрацентрифугирования [18]. Несмотря на то, что мембранные везикулы являются 
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объектом молекулярно-биологических исследований с конца 70-х годов XX века, до сих 

пор не разработана единая общепринятая номенклатура для их классификации [19].  

В современной литературе используют ряд терминов для обозначения секреторных 

везикул, большинство из которых отражает специфические функциональные особенности 

таких объектов, либо их происхождение. Так, например, везикулы матрикса, 

окружающего клетки хряща в районе эпифизарной пластинки большой берцовой кости, 

были названы в соответствии с их функцией – кальцифицирующие везикулы матрикса 

(«calcifying matrix vesicles») [20]. Термин «толеросомы» («tolerosomes») был предложен 

для обозначения везикул, секретируемых эпителиальными клетками кишечника, которые 

опосредуют развитие толерантности к пищевым антигенам [21].  

Наибольшее распространение получили термины «экзосома» и 

«микровезикула»/«эктотсома». Однако их употребление в литературе неоднозначно. 

Например, термин «экзосома» используют для обозначения разных типов везикул: 

- отпочковывающихся внутрь эндосомы в процессе формирования 

мультивезикулярных телец (MVB) и высвобождающихся во внеклеточное 

пространство путем слияния MVB с плазматической мембраной [22, 23]; 

- выполняющих определенную физиологическую функцию [24, 25]; 

- осаждающихся при центрифугировании с ускорением ~ 70 000-100 000 g [22, 26]. 

При этом термин «экзосома» относится и к внутриклеточному белковому 

комплексу, обладающему 3’-5’ экзонуклеазной активностью и участвующему в процессах 

деградации РНК [27]. 

Термином «микровезикулы» обозначают: 

- везикулы, которые отпочковываются от плазматической мембраны [28, 29]; 

- все секретируемые везикулы [30]; 

- везикулы, осаждающиеся при центрифугировании с ускорением ~ 10 000 g [26, 

29]. 

В данной работе термины «микровезикула» и «экзосома» используются согласно 

определениям, приведенным далее. 

В настоящее время в крови человека, а также в других биологических жидкостях 

человека и в культуральной среде, конденсированной клетками человека, выявлено пять 

типов внеклеточных РНК-содержащих комплексов: три из них представляют собой 

мембранные пузырьки – экзосомы, микровезикулы и апоптотические тельца, а остальные 

два являются супрамолекулярными комплексами РНК с липопротеинами высокой 

плотности или с РНК-связывающими белками.  
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Экзосомы - это мембранные пузырьки размером 30-100 нм, которые 

отпочковываются во внутреннее пространство мультивезикулярного тельца в процессе 

созревания эндосомы и секретируются во внеклеточное пространство в результате 

слияния мембраны мультивезикулярного тельца с плазматической мембраной клетки и 

выхода ее содержимого во внеклеточное пространство (Рис. 1).  

 

 

Рис. 1. Типы внеклеточных циркулирующих везикул и частиц крови и их основные 

источники. MVB – мультивезикулярное тельце; ЛПВП – липопротеины высокой 

плотности; ЭПР – эндоплазматический ретикулум. 

 

Микровезикулы (эктосомы) представляют собой мембранные пузырьки, которые 

образуются в результате отпочковывания наружной плазматической мембраны клетки и 

части прилежащего к ней содержимого цитоплазмы [31, 32]. Размер микровезикул 

частично перекрывается с экзосомами, но отличается бóльшей вариабельностью: 50-

2000 нм. 
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Апоптотические тельца – это везикулы диаметром 50-4000 нм, которые образуются 

из клеток в результате реализации в последних механизма программируемой клеточной 

гибели – апоптоза [33, 34]. 

Несмотря на схожесть функций, главной из которых является участие в процессах 

межклеточной коммуникации, внеклеточные циркулирующие комплексы крови 

значительно отличаются по составу и биогенезу. 

1.3 Биогенез внеклеточных мембранных везикул  

1.3.1 Биогенез экзосом 

Экзосомы являются наиболее подробно изученным типом внеклеточных 

комплексов. Они секретируются большинством типов клеток человека, включая 

стволовые клетки, клетки эндотелия, гладкой мускулатуры, нервные клетки, а также 

клетки злокачественных опухолей. При этом экзосомы выявлены практически во всех 

внеклеточных жидкостях человека, в том числе в крови, моче, слюне, молоке, 

спинномозговой жидкости и асцитах [1]. 

1.3.1.1 Формирование экзосом 

Экзосомы образуются в результате работы особого мембранного компартмента 

клетки - эндосомной сети - участвующего в сортировке и транспорте везикул клетки к 

месту их локализации, например, в лизосомы или к клеточной мембране. Именно 

эндосомная сеть определяет какие белки или липиды будут гидролизованы, 

секретированы или использованы повторно [35].  

Эндосомы подразделяют на ранние, поздние и рециркулирующие. Ранние 

эндосомы связываются с эндоцитозными/пиноцитозными пузырьками, захватывают 

содержимое последних и определяют его дальнейший путь в клетке. Вещества, 

необходимые для использования в интактном виде, секретируются ранней эндосомой в 

составе рециркулирующих везикул, а компоненты, которые должны быть подвергнуты 

гидролизу или секретированы во внеклеточное пространство, упаковываются в небольшие 

мембранные везикулы, образующиеся засчёт инвагинации мембраны ранней эндосомы и 

последующего отсоединения пузырька в ее внутреннее пространство. В результате 

образуется структура диаметром 200-800 нм, внутри которой находится множество 

мембранных пузырьков диаметром 30-100 нм. Для обозначения такой структуры 

используют термин «мультивезикулярное тельце» (multivesicular boby, MVB) или 

«поздняя эндосома», а внутренние мембранные пузырьки называют 

«интралюминальными везикулами» (intraluminal vesicles, ILVs) [36]. Впоследствии MVBs 

соединяются с лизосомами или плазматической мембраной клетки. В первом случае 
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происходит гидролиз содержимого поздней эндосомы, а во втором его секреция во 

внеклеточное пространство, в том числе в виде мембранных везикул, называемых 

экзосомами [35, 37].  

При образовании экзосом, на стадии созревания мультивезикулярного тельца, 

происходит реорганизация эндосомальной мембраны и образование микродоменов, 

обогащенных мембранными тетраспанинами (tetraspanin enriched microdomains, TEMs), 

такими как CD63 и CD9 [38], а также специфическим набором липидов, в том числе 

холестеролом, сфингомиелинами, церамидами и лизобисфосфатидной кислотой (LBPA) 

[39, 40].  

К настоящему времени описано два основных пути формирования экзосом: 

ESCRT-зависимый и липид-зависимый (опосредованный церамидами или LBPA).  

ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) – это специализированные 

белковые комплексы, отвечающие за транспорт в процессе эндосомальной сортировки 

[41-43]. Всего описано четыре типа ESCRT-комплексов: ESCRT-0, -I, -II, -III, каждый из 

которых функционирует на определенном этапе формирования ILVs.  

Сборка ESCRT-комплекса на мембране эндосомы начинается с того, что ESCRT-0 

связывается с одним из компонентов мембраны - фосфатидилинозитол-3-фосфатом (PIP3, 

phosphatidylinositol 3-phosphate). Основной функцией ESCRT-0 является распознавание и 

загрузка убиквитинилированных белков в ILVs [44, 45]. Затем к месту локализации 

ESCRT-0 привлекаются комплексы ESCRT-I и II [46]. Показано, что комплексы ESCRT-I 

и -II запускают процесс почкования мембраны [42], а комплекс ESCRT-III участвует в его 

завершении [42, 43]. Сборка комплекса ESCRT опосредована адаптерным белком Alix, 

взаимодействующим с белками TSG101 и CHMP4 - компонентами ESCRT-II и -III, 

соответственно [47]. Предполагают, что Alix не только играет роль связующего звена при 

сборке комплекса ESCRT, но и может опосредовать процесс деубиквитинилирования 

белков ILVs [48]. Белки TSG101 и Alix наряду с тетраспанинами CD63 и CD9 часто 

выявляют в составе экзосом [49], что активно применяют для идентификации и 

направленного выделения везикул этого типа [50, 51]. 

Известно также, что, в ходе созревания мультивезикулярного тельца, часть ILVs 

образуется по альтернативному липид-зависимому пути. Например, показано, что 

обработка гигантских однослойных везикул (giant unilamellar vesicles, GUVs), содержащих 

сфингомиелины (SM), сфингомиелиназой (nSMase) приводит к формированию и 

накоплению мембранных пузырьков внутри просвета GUVs [52]. Известно, что церамиды, 

образующиеся под действием сфингомиелиназы из сфингомиелина, способны 

образовывать водородные связи и тем самым самоорганизовываться в крупные домены, 
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которые в последствие отпочковываются в виде везикул [53]. В связи с чем предполагают, 

что часть ILVs (экзосом) образуется по альтернативному пути засчет самоорганизации 

церамидов [52, 54].  

Мембрана поздних эндосом/MVBs содержит уникальный компонент – 

лизобисфосфатную кислоту, который не встречается в других компартментах клетки и 

участвует в транспорте холестерола и белков [55, 56]. В экспериментах in vitro показано, 

что мембраны GUVs, содержащие лизобисфосфатную кислоту, способны к спонтанному 

отпочковыванию везикул в условиях градиента pH (pH 7,4 снаружи мембраны и pH 5,5 

внутри GUV) [57]. Механизм везикулообразования, опосредованный LBPA, изучен мало. 

Однако показано, что одним из его регуляторов является адаптерный белок Alix, 

поскольку его рекомбинантный аналог ингибирует процесс спонтанного 

везикулообразования в системе GUVs [57].  

В процессе формирования интралюминальных везикул (экзосом) происходит 

упаковка их содержимого – РНК, белков и низкомолекулярных соединений. Состав 

экзосом напрямую связан с механизмами, участвующими в формировании этих везикул. 

Часть РНК и белков, локализованных в экзосомах, попадает в них путем пассивного 

захвата содержимого цитоплазмы, прилежащей к месту формирования везикулы [58]. 

Однако показано, что экзосомы содержат специфические наборы РНК и белков, отличные 

от наборов РНК и белков цитоплазматической фракции клеток-продуцентов [59, 60], что 

указывает на существование механизмов направленного транспорта РНК/белков в 

экзосомы.  

1.3.1.2 Транспорт белков в экзосомы 

К настоящему моменту описано несколько альтернативных путей загрузки 

специфических белков в экзосомы. Показано, что комплексы ESCRT-0, -I и -II содержат 

убиквитин-связывающие субъединицы, которые позволяют им контролировать процесс 

сортировки убиквитинилированных белков в ILVs [61].  

Однако часть белков попадает в экзосомы по ESCRT-независимому пути. Важную 

роль в процессе загрузки экзосом играют тетраспанины CD9, CD63 и CD81 – белки, 

которыми обогащены мембраны экзосом [62, 63]. С использованием первичной культуры 

лимфобластов мыши, нокаутированных по гену, кодирующему CD81, было показано, что 

в отсутствии CD81 происходит снижение накопления в экзосомах 25 белков, часть из 

которых относится к ГТФазам семейства Ras, рибосомным белкам и компонентам 

рецептора B-клеток [63]. В тоже время флотиллин-1 и стоматин упаковываются в 

экзосомы засчет взаимодействия с липидными рафтами, присутствующими на 

эндосомной мембране [64].  
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Кроме того показано, что локализованные в экзосомах синдекан (мембранный 

геперансульфатпротеогликан) и его цитоплазматический адаптер синтенин-1 также 

являются медиаторами загрузки белков в экзосомы [65]. Известно, что на N-конце 

синтенина-1 расположен аминокислотный мотив LYPXnL, который позволяет ему 

связываться с белком Alix – компонентом ESCRT-машины [66]. Здесь же расположен 

PDZ-домен, засчет которого синтенин-1 связывется с цитоплазматическим (С-концевым) 

доменом синдекана [65]. Засчет межмолекулярных взаимодействий комплекс синтенина-1 

с Alix опосредует экзосомную локализацию синдекана и белков, взаимодействующих с 

гепарансульфатными цепями N-концевого внеклеточного домена синдекана. Одним из 

примеров таких белков является рецептор фактора роста фибробластов FGFR1, 

локализующийся на мембране интралюминальных везикул в процессе созревания MVB 

[65, 66]. При этом показано, что гепараназа – фермент, отвечающий за расщепление 

гепарансульфатов на поверхности клеток, стимулирует загрузку экзосом соединениями, 

взаимодействующими с гепарансульфатными цепями синдеканов [67]. 

1.3.1.3 Транспорт РНК в экзосомы 

Экзосомы опосредуют транспорт специфических наборов РНК и белков от клеток-

продуцентов к клеткам-реципиентам, тем самым участвуя в межклеточной коммуникации, 

а также развитии физиологических и патологических процессов [1, 59].  

В состав экзосом входит набор тРНК, рРНК, мРНК, малых РНК, таких как 

микроРНК, мяРНК, мяоРНК, мцРНК, piwi-РНК, а также набор длинных некодирующих 

РНК (> 200 н.) и их фрагментов [59, 68-71]. Состав РНК экзосом отличается от РНК их 

клеток-продуцентов [5], однако показано, что экзосомы, секретируемые различными 

типами клеток, содержат схожие наборы микроРНК [72], что позволяет говорить о 

существовании общих путей селективного транспорта РНК в экзосомы.  

С помощью биоинформатического поиска было установлено, что 

последовательности некоторых микроРНК экзосом обогащены короткими 

специфическими мотивами (EXOmotifs). Два таких мотива – GGAG и CCCU – часто 

встречались в последовательностях микроРНК, накапливающихся в экзосомах, 

секретируемых первичной культурой Т-лимфоцитов человека. При этом показано, что 

ядерные белки hnRNPA2B1 и hnRNPA1 обладают большим сродством к 

последовательностям EXOmotifs [73]. Известно, что hnRNPA2B1 участвует в 

цитоплазматическом транспорте мРНК олигодендроцитов, взаимодействуя со 

специфической последовательностью RTS (RNA transport sequence) [74], коровый элемент 

которой (AGGAG) перекрывается с одним из выявленных EXOmotifs [73, 74]. Поскольку в 

составе экзосом белки hnRNPA2B1 и hnRNPA1 сумоилированы, предполагают, что 
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селективная загрузка некоторых форм микроРНК, содержащих EXOmotifs, регулируется с 

помощью этой посттрансляционной модификации [74]. 

Поиск специфических мотивов в первичной структуре мРНК, которыми обогащены 

экзосомы, секретируемые клетками первичой культуры меланомы и глиобластомы, 

позволил выявить в 3’-нетранслируемой области (3’-UTR) мРНК экзосом мотивы длиной 

~ 25 н., называемые авторами «zipcode» [75]. Было показано, что найденные 

последовательности «zipcode» содержат коровую часть «CTGCC», которая, по-видимому, 

участвует в образовании шпильки в структуре 3’-UTR мРНК. Кроме того, некоторые из 

найденных мотивов «zipcode» содержат сайты узнавания микроРНК miR-1289. Введение 

мотива «zipcode», содержащего последовательность «CTGCC» и сайт узнавания miR-1289, 

в 3’-UTR мРНК гена eGFP, экспрессируемого в клетках HEK-293T, приводит к 

двукратному увеличению эффективности накопления мРНК eGFP в экзосомах HEK-293T. 

При этом гиперэкспрессия miR-1289 в клетках HEK-293T повышает эффективность 

накопления мРНК eGFP в экзосомах HEK-293T в шесть раз [75]. 

При изучении экзосом первичной культуры фибробластов крысы в них было 

выявлено повышенное содержание 50 микроРНК. Четверть (25,5 %) таких микроРНК 

относилась к «пассажирской» цепи (passenger strand) дуплекса микроРНК, образующегося 

в процессе созревания пре-микроРНК [76]. Как правило, «пассажирская» цепь 

гидролизуется, в то время как комплементарная ей «направляющая» цепь (guide strand) 

остается в составе RISC-комплекса и опосредует посттранскрипционный сайленсинг 

генов [77]. Было показано, что «пассажирская» цепь микроРНК miR-21*, секретируемая в 

составе экзосом фибробластами сердца, может являться одним из медиаторов 

гипертрофии кардиомиоцитов [76]. Предполагают, что существует механизм селективного 

транспорта «пассажирских» цепей микроРНК в MVBs, медиаторами которого являются 

РНК-связывающие белки [78]. 

Доступность микроРНК для направленной загрузки в экзосомы также может быть 

связана с уровнем содержания их мРНК-мишеней в клетках. Показано, что в макрофагах, 

стимулированных интерлейкином-4, происходит перераспределение микроРНК между 

экзосомами и P-тельцами (P-bodies, processing bodies) – цитоплазматическими 

структурами, участвующими в процессах деградации мРНК, а также 

посттранскрипционного подавления экспрессии генов, опосредованного микроРНК и 

siРНК [79]. При этом изменения в составе микроРНК, секретируемых в экзосомах, 

напрямую связаны с изменением уровня их экспрессии в клетках-продуцентах под 

действием интерлейкина-4 [79]. 
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Известно, что структуры некоторых РНК, как и белков, обладают повышенным 

сродством к компонентам липидных мембран. Так, например, показано, что 

последовательности РНК, способных связываться с липосомами, состоящими из смеси 

фосфатидилхолина и холестерола (4:1), обогащены олиго-G и олиго-C мотивами [80]. 

Другие РНК способны связываться с фосфолипидами, образуя гетерогенные олигомерные 

структуры, характерной особенностью которых является наличие петель [81]. 

Таким образом, можно заключить, что существует несколько путей направленной 

загрузки РНК/белков в экзосомы, основанных на взаимодействии элементов первичной и 

вторичной структуры загружаемых молекул с компонентами мембран эндосомной сети и 

специфическими белковыми комплексами, такими как ESCRT. Однако до сих пор не 

составлено детальное описание существующих механизмов направленной сортировки 

«грузов» в экзосомы, а также путей взаимодействия этих механизмов.  

1.3.1.4 Секреция экзосом 

Экзосомы внутри клетки представляют собой интралюминальные везикулы, 

наблюдаемые в просвете мультивезикулярных телец. В результате слияния мембраны 

MVB с плазматической мембраной клетки происходит выброс экзосом во внеклеточное 

пространство.  

ГТФазы семейства Rab являются одними из основных регуляторов процессов 

внутриклеточного транспорта и взаимодействия внутриклеточных компартментов. При 

изучении механизмов, лежащих в основе секреции экзосом, было показано, что в разных 

клеточных линиях процесс секреции экзосом контролируется специфическим набором 

белков семейства Rab. Например, экспрессия RAB11 необходима для секреции экзосом 

клетками эритролейкимии К562, индуцируемой ионами Ca
2+ 

[82]. Белок 

олигодендроцитов RAB 35 опосредует секрецию экзосом, обогащенных протеолипидным 

белком липофилином – одним из основных белков миелина [83]. Показано, что ГТФаза 

RAB7 тоже участвует в модуляции высвобождения экзосом, поскольку нокаут клеток 

MCF-7 по гену RAB7 приводит к появлению в их цитоплазме мультивезикулярных телец, 

переполненных интралюминальными везикулами. При этом накопление экзосом во 

внеклеточном пространстве таких клеток значительно снижено [65]. Нокаут генов RAB2B, 

RAB9A, RAB5A, RAB27A и RAB27B снижает уровень секреции экзосом клетками HeLa. 

При этом для гомологов RAB27A и RAB27B показано их непосредственное участие в 

транспортировке и докинге мультивезикулярных телец с плазматической мембраной [84]. 

Снижение уровня секреции экзосом было также показано при нокауте генов RAB27A и 

RAB27B в дендритных клетках мыши, что свидетельствует о существовании общих для 

разных линий клеток механизмов секреции экзсосом. Кроме того, известно, что изменение 
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уровня экспрессии RAB27A и RAB27B в малигнизированных клетках коррелирует с 

уровнем метастазирования опухоли [85]. 

Содержимое лизосом тоже может секретироваться во внеклеточное пространство. 

Например, Ca
2+

-зависимый экзоцитоз лизосом используется клеткой для восстановления 

целостности плазматической мембраны [86]. При этом показано, что секреция лизосом 

опосредована белками NAP-23, VAMP-7 и VAMP-8 семейства SNARE (soluble NSF (N-

ethylmaleimide-sensitive fusion protein) attachment protein receptor), участвующими в 

процессах слияния клеточных мембран [87]. Предполагают, что слияние мембраны MVB с 

плазматической мембраной клетки может быть опосредовано SNARE-белками [88]. Так, 

например, известно, что белок VAMP7 клеток эритролейкемии человека линии К562 

участвует в секреции экзосом, несущих ацетилхолинэстеразу [89]. Однако подавление 

экспрессии VAMP7 в клетках почки собаки Майдин-Дэрби MDCK приводит к нарушению 

секреции лизосом, но не экзосом [90]. По-видимому, клетки различного тканевого 

происхождения используют специфический SNARE-опосредованный механизм секреции 

экзосом, который отличается от процесса секреции лизосом.  

Предполагают, что многообразие путей секреции напрямую связано с наличием 

нескольких популяций экзосом (ILVs) внутри мультивезикулярного тельца, 

отличающихся механизмами биогенеза и сортировки «грузов» [91, 92].  

1.3.1.5 Интернализация экзосом клетками-реципиентами 

Механизмы интернализации экзосом клетками-реципиентами описаны лишь 

частично. Однако показано, что проникновение экзосом в клетки опосредовано 

макропиноцитозом [93, 94], эндоцитозом [93, 95], а также фагоцитозом [93, 96]. В 

результате экзосомы локализуются в просвете эндосом/фагосом, после чего мембрана 

экзосом может сливаться с мембраной эндосом/фагосом, что приводит к высвобождению 

содержимого экзосомы в цитоплазму клетки [96]. Предполагают, что содержимое экзосом 

может напрямую проникать в клетку путем слияния плазматической мембраны экзосом с 

наружной мембраной клетки-реципиента [93].  

Методом просвечивающей электронной микроскопии было показано, что 

преинкубация дендритных клеток мыши с экзосомами B-лимфоцитов, мечеными 

коньюгатами антител (anti-IA
d
) с 5 нм частицами золота, приводит к локализации меченых 

экзосом на поверхности внешней мембраны клетки или в просвете/на внутренней 

мембране фагосомы [96]. Однако авторам не удалось получить изображения, на которых 

отчетливо виден момент слияния интернализуемой экзосомы с плазматической 

мембраной клетки или фагосомы, что, предположительно, может быть связано с 

повышенной скоростью протекания данного процесса [96]. Также было показано, что 
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обработка дендритных клеток, экспрессирующих ген люциферазы, экзосомами, 

нагруженными ее субстратом – люциферином, приводит к появлению 

биолюминисцентного сигнала в цитоплазме клетки, что подтверждает выход содержимого 

экзосом в цитоплазму после их проникновения в эндосому [96]. 

С использованием линии клеток карциномы яичника SCOV3 и ингибиторов путей 

эндоцитоза: хлорпромазина (ингибитора клатрин-зависимого эндоцитоза [97]), EIPA 

(ингибитора макропиноцитоза [98]), цитохалазина D (ингибитора полимеризации актина 

и, как следствие, фагоцитоза [99] и других путей эндоцитоза [100]) и метил-β-

циклодекстрина, используемого для удаления холестерола из мембраны [101], был 

проведен поиск путей проникновения экзосом в клетку [102]. В результате было показано, 

что использование любого из перечисленных соединений приводит к снижению 

накопления экзосом в клетках SCOV3, что свидетельствует о том, что экзосомы 

проникают в клетки, используя все основные пути эндоцитоза [102]. Авторами также 

было показано, что предобработка препаратов экзосом или клеток SCOV3 с помощью 

протеиназы К приводит к снижению эффективности проникновения экзосом в клетки-

реципиенты, что говорит о непосредственном участии поверхностных белков мембран 

экзосом и клеток-реципиентов в процессе интернализации экзосом [102].  

Блокировка антителами молекул адгезии CD11а и CD54, или тетраспанинов CD81, 

CD9 на поверхности экзосом дендритных клеток также приводит к снижению 

эффективности захвата экзосом дендритными клетками костного мозга. При этом 

показано, что одновременная блокировка интегринов αv и β3 на поверхности клеток-

реципиентов приводит к схожему результату [95]. 

Кроме того, на захват экзосом клетками-реципиентами могут оказывать влияние 

липидные компоненты мембран. Показано, что в присутствии свободного 

фосфатидилсерина происходит снижение эффективности захвата экзосом, что говорит об 

участии фосфатедилсерина мембран экзосом в процессе распознавания их клетками-

реципиентами [95].  

Экзосомы могут проникать в клетки-реципиенты путем эндоцитоза, 

опосредованного липидными рафтами. Так, например, установлено, что предобработка 

клеток филипином – полиеновым макролидом, способным специфично связывать 

холестерин, также приводит к снижению эффективности захвата экзосом [96, 103]. 

К настоящему времени представлено множество прямых доказательств и 

косвенных данных о том, что экзосомы способны не только проникать в цитоплазму, но и 

доставлять в клетки-реципиенты мРНК [104], а также микроРНК, в том числе в составе 
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RISC-комплексов [105]. Однако вопрос о механизмах компартментализации компонентов 

экзосом (РНК, а также белков) в клетках-реципиентах до сих пор остается открытым.  

1.3.2 Биогенез, секреция и интернализация микровезикул 

Микровезикулы (эктосомы, микрочастицы) – это секретируемые клетками 

мембранные пузырьки диаметром 50-2000 нм, нагруженные специфическим набором 

липидов, белков и нуклеиновых кислот. Главным отличием микровезикул от экзосом 

является их сборка на внешней мембране клетки. Основные сведения, представленные в 

последних обзорах литературы о механизмах формирования, секреции и интернализации 

микровезикул, носят гипотетический характер [106-109]. 

Анализ биогенеза и секреции микровезикул, проведенный для ряда клеточных 

моделей, говорит о наличии общих стадий, а также индивидуальных особенностей, 

характерных для определенного типа клеток, секретирующих микровезикулы. Стадия 

инициации формирования микровезикул, по-видимому, является общей для большинства 

типов клеток: на первом этапе происходит перераспределение фосфолипидов 

плазматической мембраны, в том числе экспонирование фосатидилсерина на ее внешний 

слой, в результате чего образуются домены, способствующие отпочковыванию части 

цитоплазмы, окруженной плазмолеммой клетки [31, 110, 111]. Ранее было показано, что 

микровезикулы, секретируемые активированными нейтрофилами, содержат большое 

количество холестерола [112]. В ряде экспериментов было показано, что, как и в случае 

ILVs, холестерол, сфингомиелин и церамид являются одними из главных модуляторов 

эктоцитоза – процесса отпочковывания наружной плазматической мембраны клетки. При 

этом холестеролу – компоненту липидных рафтов – отводится ключевая роль в инициации 

секреции микровезикул [113, 114]. 

На завершающей стадии формирования микровезикулы происходит сближение 

точек перегиба мембраны и отшнуровывание зрелой микровезикулы во внеклеточное 

пространство, опосредованное работой актин-миозинового комплекса [115, 116]. При этом 

в литературе описано несколько независимых процессов, связанных с отсоединением 

сформировавшейся везикулы от поверхностной мембраны клетки. В экспериментах, 

проведенных на клеточной линии меланомы LOX, было показано, что гиперэкспрессия 

ARF6 (ADP-ribosylation factor 6) – малого ГТФ-связывающего белка семейства ARF – 

приводит к повышенной секреции микровезикул. Увеличение уровня экспрессии ARF6 

запускает каскад процессов, активирующих фосфолипазу D (PLD). Активация PLD в свою 

очередь приводит к мобилизации киназы ERK и локализации последней в плазматической 

мембране клетки. Последующие фосфорилирование ERK активирует киназу легкой цепи 

миозина MLCK (myosin light chain kinase), что приводит к фосфорилированию легких 
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цепей миозина и отсоединению микровезикулы от плазматической мембраны клетки 

[115]. 

В экспериментах с линией человеческих эмбриональные клеток почек HEK293T 

было показано, что процесс отпочковывания везикул от поверхностной мембраны клетки 

связан с работой ESCRT-комплекса. На первом этапе проходит релокализация белка 

TSG101 - одного из ключевых компонентов ESCRT комплекса – на внешнюю поверхность 

клеточной мембраны. Как было описано выше, белок TSG101 участвует в процессе 

биогенеза и загрузки экзосом при формировании мультивезикулярного тельца. 

Экспрессия белка ARRDC1 (arrestin domain-containing protein 1) приводит к 

перераспределению TSG101 и локализации последнего на внешней стороне клеточной 

мембраны. Показано, что в структуре ARRDC1 содержится аминокислотный мотив PSAP, 

благодаря которому он взаимодействует с доменом UEV (ubiquitin enzyme variant) белка 

TSG101, что и приводит к перераспределению последнего в клетке [117]. Однако 

подавление экспрессии ARRDC1 не приводит к полной блокировке секреции 

микровезикул, что говорит о существовании альтернативных механизмов их биогенеза и 

гетерогенности популяции микровезикул, секретируемых клеткой [117].  

Для обозначения везикул, секретируемых по TSG101/ARRDC1-зависимому пути, 

используют термин «ARRDC1-mediated microvesicles» или ARMMs (ARRDC1-

опосредованные микровезикулы). В составе данного типа микровезикул присутствуют 

белки TSG101, ARRDC1, и при этом не выявлено маркеров LAMP1, LAMP3 и CD63, 

характерных для экзосом. Показано, что высвобождение ARMMs напрямую зависит от 

АТФазной активности белка VPS4 (vacuolar protein sorting-associated protein 4) [117]. 

Интересно, что АТФаза VPS4 также участвует в сортировке молекулярных грузов и 

катализирует процесс отделения везикул от мембраны при формировании 

мультивезикулярных телец [118], а также мембранных везикул, содержащих вирусные 

частицы [119]. Таким образом, можно заключить, что механизмы биогенеза по крайней 

мере некоторых типов экзосом и микровезикул очень схожи, не смотря на разницу их 

локализации. 

Ряд белков присутствует как в составе микровезикул, так и экзосом, однако 

выявлены белки, специфичные для микровезикул и тесно связанные с их функциями. Так, 

например, известно, что интегрин Mac-1 содержится в микровезикулах нейтрофилов 

[120]. Показано, что микровезикулы, секретируемые тромбоцитами, но не 

мегакариоцитами, содержат мембранные гликопротеины GP1b, GPIIb/IIa и P-селектин 

[121]. Также известно, что некоторые линии раковых клеток секретируют в составе 

микровезикул матриксные металлопротеиназы [122]. Показано, что некоторые 
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компоненты ESCRT-машины, опосредующей формирование ILVs (экзосом), вовлечены в 

процессы сборки и секреции микровезикул. При этом показано, что TSG101 – 

субъединица комплекса ESCRT-I – играет важную роль в процессе отпочковывания и 

сортировки содержимого в микровезикулы [123]. 

1.3.3 Биогенез, секреция и интернализация апоптотических телец  

Апоптотические тельца – это окруженные мембраной части клетки, которые 

содержат фрагменты хроматина и органеллы [124]. Апоптотические тельца образуются в 

ходе программируемой клеточной гибели (апоптоза) – процесса необходимого для 

некоторых стадий развития организма, поддержания гомеостаза, развития иммунной 

реакции и регенерации тканей [33]. В отличие от микровезикул и экзосом содержимое 

апоптотических телец не является продуктом селективного транспорта, а представляет 

собой случайным образом распределенные участки цитоплазмы, прилегавшие к мембране 

апоптотической клетки. После завершения апоптоза происходит захват и лизис 

апоптотических телец фагоцитами [125]. Показано, что клетки-акцепторы поглощают 

апоптотические тельца путем фагоцитоза, опосредованного взаимодействием 

специфических лигандов с рецепторами клеток-реципиентов. При этом для запуска 

данного процесса разные виды клеток используют отличные друг от друга наборы 

триггеров. Так, например, показано, что запуск фагоцитоза апоптотических телец 

макрофагами происходит засчет взаимодействия специфических лигандов телец с 

рецепторами макрофагов, распознающими фосфатидилсерин, рецепторами 

тромбоспондина СD36 (и ряда других белков, содержащих RGD-мотив), а также 

рецепторами витронектина VnR. В тоже время показано, что дендритные клетки 

фагоцитируют апоптотические тельца преимущественно по VnR-зависимому пути, и 

данный процесс является Ca
2+

-зависимым [126]. Предполагают, что вышеуказанные 

отличия непосредственно связаны с последующим процессингом апоптотических телец 

макрофагами и дендритными клетками и отражают функциональные особенности этих 

клеток [125]. 

Однако, часть апоптотических телец не поглощается фагоцитами и присутствует в 

системной циркуляции, выполняя ряд других функций. Установлено, что апоптотические 

тельца, наряду с микровезикулами и экзосомами, принимают участие в процессах 

межклеточного взаимодействия и могут опосредовать горизонтальный перенос ДНК и 

РНК между клетками [127, 128]. В системе in vitro показано, что апоптотические тельца 

эндотелиоцитов активируют пролиферацию и запускают дифференцировку клеток-

предшественниц эндотелиоцитов, тем самым стимулируя регенерацию поврежденного 

эндотелия [127]. Онкотрансформированные клетки тоже способны продуцировать 
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апоптотические тельца. При этом их интернализация связана с увеличением 

туморогенности клеток-реципиентов [129]. 

В отличие от экзосом, микровезикул и рибонуклеопротеиновых комплексов 

апоптотические тельца являются продуктами гибели клеток, а не направленной секреции. 

Однако показано, что апоптотические тельца участвуют в системной циркуляции РНК-

комплексов и могут рассматриваться как переносчики регуляторных сигналов между 

клетками. 

1.3.4 Биогенез, секреция и интернализация белковых РНК-

содержащих комплексов  

Супрамолекулярные комплексы белков и липидов стали рассматривать как 

самостоятельные внеклеточные циркулирующие РНК-комплексы, когда обнаружили, что 

некоторые микроРНК физиологических жидкостей стабильны вне мембранных везикул. 

При анализе плазмы крови было показано, что внеклеточные циркулирующие микроРНК 

находятся не только в составе мембранных везикул, но и в комплексах с липопротеинами 

высокой плотности [3] и белком аргонавт 2 (AGO2) - каталитическим компонентом RISC-

комплекса [2, 130]. Предполагают также, что не только AGO2, но и другие РНК-

связывающие белки секретируются во внеклеточное пространство в комплексах с РНК и 

опосредуют транспорт последних в клетки-мишени. Например, в экспериментах in vitro 

было показано, что ядрышковый фосфопротеин человека нуклеофозмин 1 (NPM1) 

присутствует в неэкзосомной фракции среды, конденсированной клетками первичной 

культуры фибробластов легкого и клетками гепатокарциномы HepG2. При этом 

синтетические микроРНК в комплексе с NPM1 устойчивы к действию РНКазы А, что 

позволило авторам предположить участие NPM1 во внеклеточном транспорте 

регуляторных РНК [6].  

В настоящее время обсуждают два основных подхода к пониманию функций 

внеклеточных рибонуклеопротеиновых комплексов и их фундаментальной 

физиологической роли. Первый предполагает, что такие комплексы представляют собой 

внеклеточный «мусор», возникающий как побочный продукт апоптоза и некроза. Вторая 

теория, напротив, говорит о том, что внеклеточные супрамолекулярные комплексы 

являются медиаторами межклеточной коммуникации, и они направленно секретируются 

клетками [131]. Существование двух теорий связано с наличием в литературе ряда 

противоречивых фактов. С одной стороны, показано, что состав микроРНК внеклеточных 

комплексов отличается от клеток-продуцентов, т.е. микроРНК селективно загружаются в 

такие комплексы [2, 129]. При этом in vitro показано, что взаимодействие внеклеточных 
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комплексов с клетками-акцепторами приводит к изменению экспрессии генов в последних 

[132]. С другой стороны, считают, что содержание микроРНК в составе внеклеточных 

комплексов слишком мало для того, чтобы вызывать заметные физиологические эффекты 

[133]. В настоящее время предполагают, что обе гипотезы являются истинными, и часть 

внеклеточных РНК-содержащих комплексов относится к продуктам клеточной гибели, а 

часть представляет собой направленно секретируемые регуляторные комплексы [130]. 

Механизм воздействия внеклеточных супрамолекулярных РНК-комплексов на 

клетки-акцепторы является предметом современных исследований. Предполагают, что 

комплексы микроРНК с AGO2 изменяют экспрессию генов в клетках-акцепторах по 

механизму РНК-интерференции. Однако не ясно как именно такие комплексы 

обнаруживают свои клетки-мишени и проникают в них. Есть данные о том, что некоторые 

внеклеточные рибонуклеопротеиновые комплексы микроРНК могут проникать в клетки-

мишени через каналы (коннексоны), формируемые коннексинами щелевых контактов 

[134, 135]. Предполагают также, что часть внеклеточных рибонуклеопротеиновых 

комплексов взаимодействует со специфическими рецепторами мембраны клеток-

акцепторов. Так, например, было показано, что микроРНК miR-16, -21 и -29a связываются 

с Толл-подобным рецептором TLR8 на мембране переферических мононуклеарных клеток 

крови, что приводит к активации последних и секреции ими провоспалительных 

цитокинов TNF-α и IL-6 [136]. В другой работе показано, что внеклеточная микроРНК let-

7, взаимодействуя с Толл-подобным рецептором TLR7, экспрессируемом на мембране 

кортикальных нейронов, приводит к их гибели по механизму апоптоза [137]. Кроме того, в 

литературе описан белок SID-1 - трансмембранный белок-транспортер двуцепочечных 

РНК, найденный в клетках нематоды Caenorhabditis elegans. Показано, что SID-1, 

экспрессируемый в клетках Drosophila melanogaster S2, опосредует транспорт 

внеклеточных двуцепочечных РНК, а также РНК со структурой шпильки и пре-микроРНК 

в клетку. Функционирование SID-1-зависимого транспорта в гетерологичных организмах 

позволяет предполагать существование подобных белков-транспортеров РНК в клетках 

млекопитающих [138]. 

1.4. РНК в составе внеклеточных циркулирующих комплексов 

С появлением высокопроизводительного секвенирования стало возможным 

проводить детальный анализ состава внеклеточных РНК, и было показано, что в составе 

экзосом, микровезикул и апоптотических телец секретируются не только микроРНК, но и 

другие формы клеточных РНК. При этом основная часть внеклеточных РНК представляет 

собой интактные или фрагментированные формы некодирующих РНК [5, 139]. 
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Термин «некодирующие РНК» включает в себя все классы РНК, кроме мРНК. 

Выделяют две основные группы некодирующих РНК: длинные (длиной > 200 н.) и 

короткие. В свою очередь в состав каждой группы входят РНК различных классов, 

отличающиеся по структуре и функциям [140].  

Группа длинных некодирующих РНК включает в себя: межгенные некодирующие 

РНК, транскрипты псевдогенов, энхансерные РНК, транскрипты ультраконсервативных 

участков генома, транскрипты геномных повторов, длинные антисмысловые транскрипты 

и кольцевые РНК (кцРНК).  

К группе коротких некодирующих РНК относят микроРНК, малые ядерные РНК 

(мяРНК), малые ядрышковые РНК (мяоРНК), малые интерферирующие РНК (siRNA), 

промотор-ассоциированные РНК, piwi-РНК, а также микроРНК-подобные фрагменты 

тРНК, мяРНК и мяоРНК [139, 141]. Иногда выделяют промежуточную группу РНК, 

средняя длина которых находится на границе между длинными и короткими РНК. К ним 

относят: 7SK РНК, 7SL РНК, Y-РНК, РНК телец Кахаля и транскрипты 

ретротранспозонов [139]. 

Весомая часть работ по циркулирующим РНК посвящена микроРНК. МикроРНК - 

это короткие некодирующие РНК длиной ~ 22 н., которые осуществляют 

посттрансляционный контроль экспрессии генов за счет комплементарных 

взаимодействий с мРНК. МикроРНК кодируются независимыми генами, а также 

последовательностями интронов белок-кодирующих генов [142]. Гены микроРНК 

транскрибируются РНК полимеразой II, и первичный микроРНК-транскрипт (pri-miRNA) 

представляет собой протяженную молекулу РНК с кэпом на 5’-конце, 

последовательностью полиА на 3’-конце и шпильками во вторичной структуре. Затем 

транскрипт pri-miRNA проходит несколько стадий процессинга. В ядре клетки РНКаза III 

Drosha вырезает из транскрипта pri-miRNA микроРНК-предшественника длиной ~ 65 н. 

(пре-микроРНК/ pre­miRNA) [143]. В случае микроРНК, закодированных в интронах, 

процессинг осуществляют сплайсосома и белок LDBR (lariat debranching enzyme) [144]. 

Затем белок-переносчик экспортин-5 транспортирует пре-микроРНК в цитоплазму, где 

РНКаза III Dicer вырезает двуцепочечный дуплекс, одна из цепей которого соответствует 

зрелой микроРНК. Дуплекс встраивается в RISC-комплекс, «пассажирская» цепь 

(passenger strand) гидролизуется, а комплементарная ей «направляющая» цепь (guide 

strand) остается в комплексе с белком из семейства аргонавтов [77, 141]. Комплементарное 

взаимодействие «направляющей» микроРНК с мРНК-мишенью приводит к деградации 

мишени или подавлению ее трансляции [139]. Показано, что микроРНК секретируются во 

внеклеточное пространство в комплексе с аргонавтом 2 (AGO2) как в составе, так и вне 
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мембранных везикул [2, 145]. При этом микроРНК сохраняют свою первичную структуру 

и могут изменять уровень экспрессии генов-мишений после проникновения в клетку-

реципиент [146, 147].  

Относительно внеклеточных функций РНК других классов, относящихся как к 

группе коротких РНК, так и длинных некодирующих РНК, известно мало. Предполагают, 

что, проникая в клетки-реципиенты, полноразмерные формы РНК сохраняют свои 

исходные функции, а их фрагменты функционируют как микроРНК-подобные формы 

[148].  

К малым ядерным РНК, или U-РНК, относится небольшая группа некодирующих 

транскриптов, высокопредставленных в клетке и локализованных в ядре: U1, U2, U4, 

U4atac, U5, U6, U6atac, U7, U11, U12. Малые ядерные РНК являются направляющими 

компонентами сплайсосомы – рибонуклеопротеинового комплекса, осуществляющего 

процессинг пре-мРНК в клетках. Основная часть мяРНК модулирует удаление интронов 

из пре-мРНК. Исключением является мяРНК U7, которая участвует в процессинге 3’-

конца гистоновой пре-мРНК [149]. Внутри класса мяРНК выделяют два подкласса мяРНК, 

отличающихся специфическими структурными элементами и кофакторами.  

РНК U1, U2, U4, U4atac, U5, U7, U11, U12 относятся к подклассу Sm мяРНК, для 

которых характерно наличие 5’-триметилгуанозинового кэпа, шпильки в 3’-концевой 

области и участка связывания для белков Sm, формирующих гетерогептамерный кор 

будующей сплайсосомы [150]. Гены мяРНК подкласса Sm транскрибируются РНК 

полимеразой II, после чего транскрипты таких мяРНК экспортируются из ядра в 

цитоплазму, где происходит частичная сборка рибонуклеопротеиновых комплексов, 

представляющих собой основные модули сплайсосомы [149]. Второй подкласс мяРНК – 

Lsm мяРНК – включает в себя РНК U6 и U6atac, которые содержат 

монометилфосфогуанозин в качестве кэпа на 5’-конце и полиуридиновый тракт на 3’-

конце, необходимый для взаимодействия с Lsm-белками, формирующими 

альтернативный гетерогептамерный кор сплайсосомы. Такие мяРНК транскрибируются 

РНК полимеразой III и, в отличие от мяРНК подкласса Sm, не транспортируются в 

цитоплазму для посттранскрипционного созревания [149, 151]. 

Среди внеклеточных малых некодирующих РНК были выявлены и другие РНК с 

ядерной локализацией – малые ядрышковые РНК, включающие несколько сотен 

транскриптов [149]. Гены мяоРНК, как правило, транскрибируются РНК полимеразой II и 

реже РНК полимеразой III. Малые ядрышковые РНК дополнительно подразделяют на C/D 

бокс и H/ACA бокс РНК, отличающиеся консервативными элементами вторичной 

структуры. C/D бокс РНК содержат мотивы RUGAUGA (бокс С) и CUGA (бокс D), 
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разделенные шпилечно-петлевой структурой, в состав которой входят области 

комплементарного взаимодействия с их РНК-мишенями. C/D бокс РНК входят в состав 

рибонуклеопротеиновых комплексов, направляющих 2’-O-метилирование рибоз в составе 

рРНК, а также процессинг некоторых рРНК [152, 153]. H/ACA бокс РНК имеют структуру 

несовершенных шпилек, в которых вторичная структура по типу «стебель» чередуется с 

внутренней и апикальной петлями. В последовательности внутренней петли находятся 

участки распознавания рРНК. За счет комплементарных взаимодействий H/ACA бокс 

РНК направляют изомеризацию уридина в псевдоуридин своих рРНК-мишеней, а кроме 

того участвуют в процессинге рРНК [151, 152]. Показано, что функциональные 

рибонуклеопротиновые комплексы канонических мяоРНК локализованы в ядрышках – 

ядерных компартментах, в которых происходит сборка рибосом [154]. 

Интересно, что есть и другие РНК, в первичной структуре которых содержатся 

последовательности канонических мотивов C-, D-, H- и ACA-боксов. Такие РНК также 

локализованы в особых компартментах ядра - тельцах Кахаля - и обозначаются scaRNAs 

или РНК телец Кахаля. Помимо канонических мотивов мяоРНК в составе РНК телец 

Кахаля выделяют последовательность CAB, благодаря которой происходит транспорт 

этих РНК в место их локализации [155]. Показано, что РНК телец Кахаля направляют 

псевдоуридинилирование и 2’-О-метилирование мяРНК-мишеней [156]. После чего 

происходит окончательная сборка функциональных комплексов мяРНК, которые 

транспортируются в область ядерных спеклов [157] – транскрипционно-активных 

компартментов ядра, обогащенных факторами сплайснга пре-мРНК [158]. 

Сохранение функциональной активности во внеклеточном пространстве 

характерно не только для коротких некодирующих РНК, но и для длинных некодирующих 

РНК. Известно, что при относительно низком содержании в клетках некоторые днРНК 

присутствуют в большом количестве в экзосомах, секретируемых этими клетками [159]. 

Эти данные позволяют предположить, что днРНК, также как микроРНК и мРНК, могут 

селективно загружаться во внеклеточные комплексы. Клеточные днРНК регулируют 

процессы трансляции и транскрипции, направляют перестройку хроматина, а также 

посттранскрипционные модификации [160]. Показано, например, что содержание днРНК 

HOTAIR – межгенного антисмыслового транскрипта локуса HOXC (12q13.13) – 

повышено в 38-100 раз в экзосомах, секретируемых клетками человека линий HeLa и 

MCF-7 [158]. Известно также, что HOTAIR имеет развитую вторичную структуру с 

множеством шпилечно-петлевых элементов [161]. Благодаря такой организации 

внутриклеточный транскрипт HOTAIR связывается с лизин-специфичной деметилазой 1 и 

комплексом PRC2 (polycomb repressive complex 2), отвечающими за модификацию 
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гистонов [160]. Предполагают, что внеклеточный транскрипт HOTAIR, проникая в клетку, 

вызывать перестройки в структуре ее хроматина [158].  

Недавно Ли с соавторами показал, что экзосомы сыворотки крови человека 

содержат в своем составе кольцевые РНК [162]. Кольцевые РНК – это длинные 

транскрипты с замкнутой структурой, которые образуются в ходе обратного сплайсинга 

пре-мРНК. Они состоят из экзонов и реже содержат интроны. В последовательностях 

некоторых кцРНК были обнаружены области комплементарного взаимодействия с 

микроРНК и было показано, что такие кцРНК могут связывать часть пула клеточных 

микроРНК по принципу конкурентных эндогенных РНК [163, 164], тем самым регулируя 

экспрессию генов-мишеней этих микроРНК. Кроме того, были обнаружены кольцевые 

РНК, которые образуются из экзонов, содержащих стартовый кодон ATG. Вырезание 

кольцевого ATG-содержащего экзона по механизму обратного сплайсинга приводит к 

снижению уровня синтеза канонической формы белка, кодируемой данной мРНК. Данный 

процесс рассматривают как одну из разновидностей альтернативного сплайсинга, 

регулирующих трансляцию [165, 166]. Предполагают также, что кольцевые РНК, как и 

некоторые другие формы днРНК, могут конкурентно взаимодействовать с РНК-

связывающими белками [164]. Несмотря на то, что до сих пор не было выявлено 

трансляционно-активных кцРНК человека [167, 168], есть данные о транслируемых в 

клетках синтетических РНК-конструкциях. Такие конструкции содержат IRES-элементы – 

внутренние участки посадки рибосом (internal ribosome entry site), необходимые для их 

трансляции [169]. 

Таким образом, можно заключить, что совместное проникновение внеклеточных 

днРНК разных классов может оказывать комплексное регуляторное воздействие на 

клетки-реципиенты и приводить к значительным изменениям их транскриптома и 

протеома.  

1.5. Участие РНК внеклеточных комплексов в развитии 

физиологических процессов человека в норме 

РНК-содержащие комплексы были обнаружены в большинстве внеклеточных 

жидкостей человека. Показано, что внеклеточные комплексы связаны с развитием 

иммунного ответа, клеточной дифференцировкой, апоптозом, гемостазом, проведением 

нервных импульсов и др. [1]. Вопрос о том, какие именно РНК, белки или липиды в их 

составе вызывают изменения, наблюдаемые в клетках-реципиентах, в настоящее время 

является одним из ключевых для понимания фундаментальных процессов, лежащих в 

основе межклеточных коммуникаций многоклеточного организма. 
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Несмотря на интенсивные исследования состава РНК внеклеточных комплексов, к 

настоящему моменту в литературе представлены лишь единичные сведения о их 

биологической роли в межклеточном пространстве. Например, показано, что микроРНК 

miR-223, секретируемая в составе мембранных частиц активированными макрофагами, 

индуцирует дифференцировку наивных моноцитов [170]. Предполагают, что секреторные 

везикулы макрофагов являются локальными активаторами иммунной системы и 

медиаторами воспалительных реакций [169].  

Известно, что нейроны также используют секрецию внеклеточных комплексов для 

взаимодействия со своим окружением. Недавно был обнаружен новый механизм нейрон-

зависимой регуляции транспорта глутамата в астроцитах. Было показано, что 

проникновение экзосом нейронов в астроциты приводит к увеличению в них содержания 

одного из транспортеров глутамата – GLT1. При этом показано, что данный процесс 

опосредован miR-124А – микроРНК, высокопродставленной в нейронах и секретируемой 

в составе экзосом [171].  

Есть данные о том, что РНК апоптотических телец тоже принимают участие в 

регуляции физиологических процессов. Например, показано, что высокопредставленная в 

апоптотических тельцах эндотелиальных клеток miR-126 индуцирует экспрессию 

хемокина CXCL12, подавляя экспресиию RGS16 – репрессора его рецептора CXCR4 

[172]. Хемокин CXCL12 является хемоаттрактантом клеток-предшественников костного 

мозга и обладает антиапоптотическим действием. Таким образом, miR-126 в составе 

апоптотических телец является одним из модуляторов репарации тканей и ангиогенеза 

[171]. 

Описано также протективное антиатеросклеротическое действие микроРНК в 

составе экзосом, секретируемых при механическом стрессе клеток эндотелия. Показано, 

что воздействие на клетки эндотелия потока жидкости приводит к повышенной 

экспрессии транскрипционного фактора KLF2 (Krüppel-like factor 2) и, как следствие, miR-

143/145. МикроРНК miR-143/145 загружаются в секреторные везикулы эндотелиальных 

клеток и, проникая в клетки гладкой мускулатуры сосудов, предотвращают их 

дедифференцировку. В экспериментах in vivo было показано, что, благодаря действию 

miR-143/145 эндотелиальных везикул, уменьшается площадь de novo формирующихся 

атеросклеротических бляшек [173]. 

Eldh M. с соавторами показали, что после окислительного стресса тучных клеток 

мыши MC/9 значительно изменяется состав мРНК экзосом, секретируемых этими 

клетками. При этом преинкубация клеток с экзосомами, секретированными после 

обработки перекисью водорода, приводит к увеличению выживаемости клеток-



33 

реципиентов. Авторы показали, что выявленные протективные свойства связаны с РНК 

внеклеточных везикул, использованных для обработки, и предполагают, что ключевыми 

модуляторами в данном случае выступают мРНК [174]. 

Стоит отметить, что бóльшая часть РНК, для которых была описана 

физиологическая роль во внеклеточном пространстве, относится к наиболее 

представленным индивидуальным формам внеклеточных микроРНК, циркулирующим в 

составе везикул. Поэтому изучение функций внеклеточных РНК других классов, а также 

минорных форм микроРНК до сих пор остается актуальным. 

1.6. Участие РНК внеклеточных комплексов в развитии 

патологических процессов человека 

Важность процессов, опосредованных внеклеточными комплексами, для 

функционирования многоклеточных организмов подтверждается тем фактом, что 

нарушения в их формировании, транспортировке или захвате могут приводить к развитию 

заболеваний. 

Известно, что для роста злокачественных опухолей необходимо взаимодействие 

онкотрансформированных клеток с клетками микроокружения. В ряде работ показано, что 

секретируемые онкотрансформированными клетками РНК-содержащие комплексы, в том 

числе экзосомы, микровезикулы, рибонуклеопротеины и липопротеины высокой 

плотности, активно участвуют в процессе коммуникации опухоли с ее окружением, тем 

самым опосредуя процессы перестройки внеклеточного матрикса, ангиогенеза, 

пролиферации клеток, супрессии иммунного ответа и метастазирования [175, 176]. Так, 

например, было показано, что перенос микроРНК miR-92a в составе экзосом, 

секретируемых клетками лейкемии К562, в клетки эндотелия пупочной вены человека 

HUVEC приводит к активации процессов клеточной миграции и формированию 

сосудистого фентоипа засчет подавления экспрессии гена интегрина а5 [145]. При 

сравнительном анализе культур онкотрансформированных клеток с различным 

метастатическим потенциалом установлено, что наиболее агрессивные формы рака 

секретируют в составе экзосом повышенное количество микроРНК семейства let-7, 

способных подавлять рост и метастазирование опухоли. Предполагают, что секреция 

раковыми клетками микроРНК let-7 во внеклеточное пространство способствует 

снижению ее содержания внутри клетки. Таким образом онкотрансформированные клетки 

активируют собственную пролиферацию и метастазирование [146]. Показано также, что 

экзосомы, секретируемые клетками карциномы печени, содержат набор микроРНК, 

направленных на мРНК гена TAK1, кодирующего трансформирующий фактор роста β, 
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активируемый киназой-1. Захват таких экзосом приводит к повышению пролиферативной 

активности клеток-реципиентов, что, по-видимому, используется клетками карциномы 

печени для образования локальных метастазов в соседних нетрансформированных тканях 

печени [177]. В экспериментах in vitro было показано, что экзосомы, секретируемые 

опухоль-ассоциированными макрофагами, содержат микроРНК miR-223. МикроРНК miR-

223 способна подавлять экспрессию гена Mef2c, кодирующего транскрипционный 

энхансерный фактор специфичный для миоцитов, что приводит к накоплению β-катенина 

в ядре раковых клеток и стимуляции опухолевой инвазии [178]. Кроме того, установлено, 

что секретируемые опухолевыми клетками микровезикулы участвуют в аутокринной 

регуляции канцерогенеза, стимулируя пролиферацию собственных клеток [179].  

Известно также, что РНК внеклеточных циркулирующих комплексов играют 

важную роль в процессе развития атеросклероза. Показано, что микроРНК, 

циркулирующие в крови больных атеросклерозом в комплексах с ЛПВП, изменяют 

уровень экспрессии генов, связанных с метаболизмом липидов и развитием атеросклероза 

[3]. При анализе микровезикул, циркулирующих в плазме больных атеросклерозом, было 

показано повышенное содержание микроРНК miR-150. Обработка культивируемых 

клеток эндотелия HMEC-1 микровезикулами, обогащенными miR-150, приводит к 

снижению уровня экспрессии транскрипционного фактора c-Myb и усилению миграции 

клеток HMEC-1 в 2,5 раза [180]. Известно, что одним из ключевых факторов, 

способствующих развитию атеросклероза, является миграция эндотелиальных клеток, 

выстилающих кровеносные сосуды. Поэтому предполагают, что при наличии 

определенной системной дисфункции, например: ожирения, гипергликемии или 

хронического воспаления, передача miR-150 в составе везикул моноцитов клеткам 

эндотелия может приводить к повреждениям кровеносных сосудов и развитию патологии 

[179]. 

Кроме того, показано, что микроРНК экзосом могут участвовать в регуляции 

врожденного иммунного ответа. Например, B-клетки крови, зараженные вирусом 

Эпштейна-Барра, секретируют экзосомы, содержащие микроРНК вируса. Захват таких 

экзосом клетками-реципиентами (немалигнизированными B-клетками) приводит к 

снижению экспресии генов, опосредованной микроРНК вирусов, в том числе гена, 

кодирующего лиганд хемокина CXCL, что способствует распространению вирусной 

инфекции [181]. 

Можно заключить, что изменения состава РНК внеклеточных комплексов 

отражают физиологическое состояние организма и при этом могут модулировать развитие 

патологических процессов. 
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1.7. Заключение 

Имеющиеся к настоящему времени данные показывают, что внеклеточные 

циркулирующие комплексы биологических жидкостей человека включают в себя 

мембранные везикулы – экзосомы, микровезикулы и апоптотические тельца, а также 

комплексы РНК с РНК-связывающими белками (AGO2 и NPM1) и липопротеинами 

высокой плотности. 

Внеклеточные комплексы связаны с протеканием физиологических процессов в 

норме, а также участвуют в развитии патологий. При этом внеклеточные комплексы 

содержат специфический, отличный от клеток-продуцентов, набор белков и РНК, 

изменения в котором могут быть связаны с развитием заболевания.  

РНК внеклеточных комплексов биологических жидкостей рассматривают как 

основу для разработки новых подходов к малоинвазивной диагностики и терапии 

заболеваний человека. Кроме того, такие разработки актуальны и востребованы в 

клинической практике для мониторинга эффективности терапевтических препаратов. 

Однако в настоящее время имеются лишь отрывочные данные о механизмах и 

базовых процессах, лежащих в основе формирования, секреции, транспорта и 

интернализации циркулирующих РНК-содержащих комплексов клетками-реципиентами, 

что не позволяет сформулировать общую теорию биогенеза внеклеточных комплексов и 

затрудняет практическое применение таких комплексов для диагностики и терапии 

заболеваний человека. 

Исследование состава внеклеточных РНК является одним из основных подходов 

для установления механизмов формирования и транспорта, а также для понимания 

физиологических функций циркулирующих комплексов. Однако до сих пор не было 

проведено сравнительного анализа распределения индивидуальных форм РНК между 

внеклеточными комплексами биологических жидкостей человека. 

Таким образом, определение структуры РНК внеклеточных циркулирующих 

комплексов крови человека до сих пор является актуальной научной задачей. 



36 

ГЛАВА 2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

2.1 Оборудование 

В работе использовано следующее оборудование: проточный цитофлуориметр 

FACS Canto II (Becton Dickinson, США); высокоэффективный жидкостный хроматограф 

«Милихром А-02» (ЗАО Институт хроматографии «ЭкоНова», г. Новосибирск, Россия); 

ультрацентрифуга L8–M (Beckman Coulter, США); прибор для проведения ПЦР с 

детекцией результатов амплификации в режиме реального времени iQ5 RealTime PCR 

Detection System (Bio-Rad, США) и LightCycler 96 (Roche, США); инвертированный 

микроскоп Axiovert 40С (Carl Zeiss, Германия); шейкер-инкубатор ES-20/60 («BioSan», 

Латвия); сканирующий электронный микроскоп JEM 1400 (Jeol, Япония); секвенатор 

SOLiD 5500xl, секвенатор ABI 3730XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США); 

система для характеризации наночастиц (лазерный анализатор) Malvern Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Instruments Ltd, Великобритания); атомно-силовой микроскоп Multimode 8, 

MALDI-TOF масс-спектрометр REFLEX III (Bruker, Великобритания); 

хроматографическая система низкого давления BioLogic LP, система документирования 

гелей GelDoc XR+, экран White Light Conversion Screen (Bio-Rad, США); центрифужный 

испаритель «Concentrator Plus» (Eppendorf, Германия), микропланшетный фотометр 

Apollo-8 LB 912 (Berthold Technologies, США); спектрофотометр NanoVue Plus (GE 

Healthcare, США); Leica EM UC7 (Leica, Германия); цифровая камера Veleta (Olympus 

Corporation, Япония); Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, USA). 

2.2 Реактивы 

В работе использованы следующие реактивы и материалы: антитела CD3-FITC, 

CD79a-PerCP Cy 5.5, CD41a-FITC, CD34-APC, CD63-PE (eBioscience, США); Epon, 

уранил-ацетат (Fluka, Швейцария), борная кислота (Gerbu, Германия); уксусная кислота, 

этанол, изопропанол, гидроксид натрия, хлорид марганца (Реахим, Россия); метанол 

(Вектон, Россия); ТЕМЕД; ксиленцианол; бромфеноловый синий; бромистый этидий, 

натрия ацетат, хлорид магния, сульфат магния (Helicon, Россия); ДЭПК, хлорид натрия, 

гуанидин гидрохлорид, мочевина, имидазол, персульфат aммония, агароза; акриламид; 

бис-акриламид, Трис, ЭДТА, ДТТ, 2-меркаптоэтанол, триптон, дрожжевой экстракт, 

ИПТГ, бактериологический агар (MP Biomedicals, США); ампициллин (ОАО «Биосинтез», 

Россия); бикарбонат натрия; кумасси R250 (Amresco, США); реагент для окрашивания 

гелей SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain, реагент для выделения РНК Trizol (Life 

Technologies, США); глюкоза; глицерин (Panreac, США); лактоза, хлорид никеля, ацетат 

калия, α-циано-3 гидроксикоричная кислота (Sigma, США), SYBR Green (BioDye, Россия); 
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Ni-NTA сефароза (GE Healthcare, США); микропробирки с низкой сорбцией нуклеиновых 

кислот (DNA LoBind) и белков (Protein LoBind) (Eppendorf, США); мембрана для диализа 

T1 с MWCO 3500 (CelluSep, Канада); наконечники ZipTip С18 (Millipore, США); ингибитор 

РНКаз Ribolock, маркеры молекулярной массы РНК High Range и Low Range, гликоген, 

полистереновые частицы диаметром 60 нм (Thermo Scientific, США); трипсин (Promega, 

США); маркеры молекулярной массы ДНК «Start 250» и «Step100» (ООО «Биолабмикс», 

Россия), γ-[
32

P]ATP (4000 Ки/ммоль) синтезирован в Лаборатории биотехнологии ИХБФМ 

СО РАН к.х.н. Фоминым А.С., фильтры из полиэфирсульфона с размером пор 0,22 мкм 

или 0,45 мкм (TPP, Швейцария).  

Готовые культуральные среды и добавки: IMDM, RPMI, L-15, DMEM/F-12, 

GlutaMAX, сыворотка эмбрионов крупного рогатого скота (FBS), антибиотик-

антимикотик, ФСБ в таблетках (Life Technologies, США). 

В работе использованы следующие наборы реагентов: набор для выделения 

плазмидной ДНК «QIAprep Spin Miniprep Kit»; набор для выделения ДНК из геля 

«QIAquick Gel Extraction Kit»; набор для выделения РНК из экзосом «exoRNeasy 

Serum/Plasma Maxi Kit», набор «DyeEx 2.0 Spin Kit» (Qiagen, Германия); набор для 

выделения ДНК из геля «Gen Elute Gel Extraction Kit», набор для выделения плазмидной 

ДНК«Gen Elute HP Miniprep Kit» (Sigma, США); набор для проведения ОТ-ПЦР реакций 

«БиоМастер qОТ-ПЦР» (ООО «Биолабмикс», Россия); набор для проведения 

секвенирующей реакции «BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit» (Applied 

Biosystems, США); набор для ОТ-ПЦР (Вектор-Бест, Россия); набор для конструирования 

кДНК-библиотек SOLiD Total RNA-Seq Kit (Life Technologies, США); набор «Cytometer 

Setup and Tracking Beads Kit», «Anti-Mouse Ig, κ/Negative Control Compensation Particles Set 

beads» (Becton Dickinson, США); набор Agilent RNA 6000 Pico Kit (Agilent Technologies, 

США). 

2.3 Ферменты 

Эндонуклеазы рестрикции EcoRI и BamHI, ДНК-зависимая РНК-полимераза фага 

Т7, термочувствительная щелочная фосфатаза FastAP, ДНКаза I, РНКаза А, ДНК-лигаза 

бактериофага Т4 (Thermo Scientific, США), Т4-полинуклеотидкиназа (ПНК) (Лаборатория 

биоорганической химии ферментов ИХБФМ СО РАН), Трипсин-ЭДТА (Life Technologies, 

США) 

2.4 Штаммы 

E. coli Top 10 (F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 

araD139 Δ(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str
R
) endA1 λ-) (Life Technologies, США) 
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E. coli BL21 (DE3) (B F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB–mB–) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7p07 

ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λ
S
)) (New England Biolabs, Англия) 

2.5 Культуры клеток 

Клетки аденокарциномы молочной железы MCF-7 и клетки аденокарциномы 

легкого A549 были получены из Российской коллекции клеточных культур (Институт 

Цитологии РАН, г. Санкт-Петербург). Клетки аденокарциномы молочной железы 

человека MDA-MB-231 получены из Американской коллекции клеточных культур (АТСС, 

США). 

2.6 Плазмиды 

Экспрессирующий вектор pET23a_NPM1 конструировали на основе плазмиды 

pET23a (Novagen, США). 

2.7 Программы  

В работе использованы следующие пакеты программ: ProtParam, Compass Xport 

SFX (Bruker Daltonics, Германия), Sequence Scanner Software v1.0 (Applied Biosystems, 

США), BLAST, IGV, Bowtie, Cufflinks, Cuffdiff , CorelDRAW X3, LightCycler 96 System 

Software (Version 1.1.0.1320) (Roche, США), iTEM software (Olympus Corporation, Япония), 

Zetasizer Software v7.11 (Malvern Instruments Ltd, Великобритания), BD FACSDiva software 

v6.1.3 (Becton Dickinson, USA), Flowing Software v2.5.1 (Turku University, Finland), 

Samtools v.1.0 [182], IGV v.2.3 [183], Bowtie v.0.9.6-0.12.6 [184], Cufflinks v.2.2.1 [185]. 

2.8 Растворы и среды 

dfPBS – ФСБ, дважды фильтрованный через мембрану с диаметром пор 0.22 мкм; 

50х TAE – 0,040 M трис-ацетата, 0,002 М ЭДТА, pH 8,0; 

1х TBE – 0,089 М трис-бората, 0,002 М ЭДТА, pH 8,3; 

5x трис-глициновый буфер – 0,125 М трис-HCl, 0,960 М глицина, 0,017 М ДСН, 

pH 8,3; 

4х буфер для концентрирующего геля – 0,5 М трис-HCl, 0,4 %  ДСН, pH 6,8, 

фильтрованный через мембрану с диаметром пор 0,45 мкм; 

4х буфер для разделяющего геля – 1,5 М трис-HCl, 0,4 %  ДСН, pH 8,8, 

фильтрованный через мембрану с диаметром пор 0,45 мкм; 

6х буфер для нанесения белковых образцов на гель – 7 мл 4х буфера для 

концентрирующего геля, 3 мл глицерола, 1 г ДСН, 0,93 г ДТТ, 1,2 мг BF; 

Физиологический раствор – 0,9 % раствор хлорида натрия, дважды фильтровали 

через мембрану с диаметром пор 0,22 мкм; 
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40 % раствор глюкозы – добавляли к навеске глюкозы массой 40 г очищенной воды 

до объема 100 мл, полученный раствор стерильно фильтровали через мембрану с 

диаметром пор 0,22 мкм; 

20 % раствор лактозы – добавляли к навеске лактозы массой 20 г очищенной воды 

до объема 100 мл, полученный раствор стерильно фильтровали через мембрану с 

диаметром пор 0,22 мкм; 

CCMB-80 буфер - 10 мM ацетата калия pH=7,0, 80 мM хлорида кальция, 20 мM 

хлорида марганца, 10 мМ хлорида магния, 10% глицерина. Доводили pH до значения 6,4 

при помощи раствора 1 М соляной кислоты. Фильтровали через мембрану с диаметром 

пор 0,22 мкм и храним при 4 °C. 

2*YT - к 800 мл воды очищенной добавляли навески: 10 г триптона, 5 г 

дрожжевого экстракта, 10 г хлорида натрия, растворяли все компоненты и довели pH до 

7,5, используя раствор гидроксида натрия концентрацией 10 М, затем доводили общий 

объем среды до 1 л водой очищенной, стерилизовали автоклавированием под давлением 

1,5 кГс/см
2
 (0,15 МПа) при 121 °С, в течение 20 мин. Для приготовления твердой среды на 

1 л жидкой среды добавляли 15 г агара перед автоклавированием. 

LB - к 800 мл воды очищенной добавляли навески:16 г триптона, 10 г дрожжевого 

экстракта, 5 г хлорида натрия, доводили pH до значения 7,5, используя раствор 

гидроксида натрия концентрацией 10 М, доводили общий объем среды до 1 л водой 

очищенной, стерилизовали автоклавированием при давлении 1,5 кГс/см
2
 (0,15 МПа) при 

121 °С, в течение 20 мин. Для приготовления твердой среды на 1 л жидкой среды 

добавляли 15 г агара перед автоклавированием. 

SOB – к 800 мл воды очищенной добавляли навески:20 г триптона, 5 г дрожжевого 

экстракта, 0,5 г хлорида натрия, 1,3 г хлорида калия доводили pH до значения 7,0, 

используя раствор гидроксида натрия концентрацией 10 М, доводили общий объем среды 

до 1 л водой очищенной, стерилизовали автоклавированием при давлении 1,5 кГс/см
2
 

(0,15 МПа) при 121 °С, в течение 20 мин. 

SOC – к проавтоклавированной среде SOB стерильно добавляли 10 мМ хлорида 

магния, 10 мМ сульфата магния, 20 мМ глюкозы. 

Буфер для трансформации TSS – к 80 мл воды очищенной добавляли навески: 1 г 

триптона, 0,5 г дрожжевого экстракта, 0,5 г хлорида натрия, 0,5 г гептагидрата сульфата 

магния, 10 г ПЭГ 6000 и перемешивали до полного растворения всех компонентов, 

доводили pH полученного раствора до значения 6,5 и доводили объем раствора до 100 мл 

водой очищенной. Раствор стерилизовали фильтрованием через мембрану с диаметром 

пор 0,22 мкм и хранили при +4 °C в течение года. 
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Буфер А - 50 мМ фосфата натрия, 300 мМ хлорида натрия, 10 мМ имидазола, 10 

мМ β-меркаптоэтанола, 1 мМ PMSF (pH 8,0). 

2.9 Методы 

2.9.1 Электрофорез 

2.9.1.1 Электрофорез в агарозном геле 

Оценку качества препаратов выделенной РНК и плазмидной ДНК, а также анализ 

ПЦР реакций проводили с помощью электрофореза в 1-2 %-ном агарозном геле в 1х 

буфере ТАЕ при напряжении электрического поля 20 В/см. Гель окрашивали водным 

раствором бромистого этидия (1 мкг/мл) или 1хSYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain, 

фотографировали при визуализации в ультрафиолетовом свете с использованием системы 

GelDoc XR+. 

2.9.1.2 Электрофорез в ПААГ в денатурирующих условиях 

Для разделения препаратов суммарной РНК субфракций плазмы крови человека 

использовали электрофорез в 14%-ном ПААГ при соотношении акриламид:N,N’-метилен-

бис-акриламид 20:1 в присутствии 6 М мочевины в 1х буфере ТВЕ при напряжении 

электрического поля 40 В/см. Перед нанесением на гель пробы смешивали с 2х раствором 

для нанесения (4 М мочевины, 50 % глицерина, 0,0125 % бромфенолового синего и 

ксиленцианола) в соотношении 1:1. По завершении электрофореза проводили 

авторадиографию РНК в геле. 

Для очистки радиоактивно-меченных синтетических аналогов длинных 

некодирующих РНК использовали электрофорез в 9 % ПААГ. 

2.9.1.3 Электрофорез в ПААГ в нативных условиях 

Для разделения препаратов кДНК-библиотек, полученных на основе препаратов 

суммарных РНК субфракций плазмы крови человека, использовали электрофорез в 6 %-

ном ПААГ при соотношении акриламид:N,N’-метилен-биса-криламид 40:1 в 1х буфере 

ТВЕ. 

Для анализа ПЦР реакций использовали электрофорез в 10 %-ном ПААГ при 

соотношении акриламид:N,N’-метилен-бис-акриламид 29:1 в 1х буфере ТВЕ. 

Электрофорез проводили при напряжении электрического поля 40 В/см. Перед 

нанесением на гель пробы смешивали с 4х буфером для нанесения образцов на гель 

(ООО «Биолабмикс», Россия) в соотношении 1:3. Гель окрашивали водным раствором 

бромистого этидия (1 мкг/мл) или 1х SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain, 
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фотографировали при визуализации в ультрафиолетовом свете с использованием системы 

GelDoc XR+. 

2.9.1.4 Электрофорез в ПААГ в присутсвии додецилсульфата натрия 

(ДСН) 

Для разделения белков клеточных лизатов штамма E. coli BL21 

(DE3)/pET23a_NPM1 использовали электрофорез белков в полиакриламидном геле по 

Лэммли [186]. Концентрирующий гель содержал 5 %-ный акриламид и 1х буфер для 

концентрирующего геля, разделяющий гель содержал 13 %-ный акриламид и 1х буфер для 

разделяющего геля. Соотношение акриламид:N,N’-метилен-бис-акриламид в геле 

составляло 40:0,8. Концентрирование белков проводили при силе тока 15 мА, разделение 

при силе тока 30 мА. Перед нанесением на гель пробы смешивали с 6х буфером для 

нанесения белковых образцов на гель (ООО «Биолабмикс», Россия) в соотношении 1:5. 

По окончании электрофореза гель фиксировали и отмывали от избытка ДСН в 

течение 5-15 мин фиксирующем растворе (50 % метилового спирта, 10 % уксусной 

кислоты). Гель окрашивали в течение 5-10 мин в фиксирующем растворе, содержащем 

кумасси R250 в весовой концентрации 0,05 %. После чего гель помещали в раствор для 

отмывки (5 % метилового спирта, 7 % уксусной кислоты) и инкубировали 1 ч или в 

течение ночи. Гель фотографировали при визуализации в проходящем свете с 

использованием системы GelDoc XR+ и экрана White Light Conversion Screen. 

2.9.2 Культивирование клеток человека 

Клетки MCF-7/MDA-MB-231/A549 культивировали в среде IMDM/L-15/DMEM с 

добавлением 10 % эмбриональной сыворотки крупного рогатого скота, 2 мМ L-аланил-L-

глутамина, 100 ед/мл пенициллина, 0,1 мг/мл стрептомицина, 0,25 мкг/мл амфотерицина 

(Life technologies, США) при 37 °С в атмосфере 5 % СО2. Подсчет количества клеток 

проводили в камере Горяева.  

2.9.3 Получение фракций крови и их характеризация 

2.9.3.1. Фракционирование крови 

Забор крови из локтевой вены в вакутейнеры с EDTA (Hongyu Medical, Китай) 

проводили: у здоровых доноров – в Центре новых медицинских технологий (ЦНМТ, 

г. Новосибирск); у пациентов с НМРЛ – в торакальном отделении Новосибирского 

областного онкологического диспансера (ГБУЗ НСО НОКОД, г. Новосибирск).  

Подбор здоровых доноров был проведен совместно с сотрудниками 

Диагностической лаборатории ЦНМТ, г. Новосибирск (зав. лаб., к.м.н. Чикова Е. Д.). 

Группа здоровых доноров состояла из 3 мужчин без выявленных онкологических, 
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аутоиммунных и инфекционных заболеваний. Возраст доноров здоровой группы 

варьировал от 45 до 65 лет. Подбор пациентов с немелкоклеточным раком легкого был 

проведен сотрудниками торакального отделения Новосибирского областного 

онкологического диспансера под руководством зав. отделением, врача-онколога первой 

категории Козлова В.В. В группу пациентов c плоскоклеточным раком легкого входили 

четверо мужчин со стадиями заболевания T2–3NxM0. В группу пациентов c 

аденокарциномой легкого входили трое мужчин со стадиями заболевания T2aNxM1, 

T2bN3M1, T3N3M0. Возраст пациентов с НМРЛ лежал в диапазоне 50 – 60 лет. Забор 

крови у пациентов торакального отделения Новосибирского областного онкологического 

диспансера проводили до начала медикаментозного и оперативного лечения. При взятии 

образцов крови у здоровых доноров и пациентов с НМРЛ было получено добровольное 

информированное согласие.  

Кровь из локтевой вены собирали в вакутейнеры с ЭДТА К3 (Hongyu Medical, 

Китай) аликвотами по 4 мл. Препараты крови (4 – 10 мл) хранили и транспортировали при 

4 °С. Обработку образцов крови проводили не позднее, чем через 3 ч после забора. Для 

получения препаратов форменных элементов и плазмы кровь центрифугировали при 4 °С, 

1 200 g в течение 20 мин. Осадок (форменные элементы крови) пулировали и хранили в 

аликвотах при -70 °C до использования. Полученные супернатанты, представляющие 

собой плазму крови, объединяли (пулировали) и центрифугировали при 16 000 g (4 °C, 20 

мин). Частицы крови, осаждающиеся при 16 000 g, сохраняли в аликвотах при -70 °C, а 

супернатант отбирали и центририфугриовали при 160 000 g (4 °C, 2 ч). Частицы крови, 

осаждающиеся при 160 000 g, а также препараты плазмы, обедненной везикулам 

(супернатант 160 000 g) хранили при -70 °С. 

Для ОТ-ПЦР-анализа представленности кольцевых РНК в мембранных частицах 

крови (16 000 g)-суперенатант наносили на колонку с сорбентом exoRNeasy Serum/Plasma 

Maxi Kit (Qiagen, Германия). Элюат собирали, а РНК мембранных частиц крови выделяли 

по протоколу exoRNeasy Serum/Plasma Maxi Kit. 

2.9.3.2. Просвечивающая электронная микроскопия 

Образцы частиц плазмы крови, осаждаемые при 16 000 g и 160 000 g, фиксировали 

в течение ночи в 4 % параформальдегиде при 4 °C. Постфиксацию проводили в 

забуференном 1 % OsO4 в течение 1 ч, затем осадки промывали и обезвоживали в серии 

растворов этанола и ацетона возрастающей концентрации, после чего заливали в смесь 

смол Epon-Araldit. Ультратонкие срезы (65-75 нм) готовили на ультрамикротоме Leica EM 

UC7 и окрашивали уранил-ацетатом, а затем лимоннокислым свинцом. Для просмотра 
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срезов использовали трансмиссионный электронный микроскоп JEM 1400 с цифровой 

камерой Veleta. Размер частиц оценивали с помощью программы iTEM software. 

2.9.3.3. Динамическое светорассеяние 

Аликвоты образцов фракций крови ресуспендировали 1/100 в dfPBS. Анализ 

характеристик динамического светорассеяния компонентов фракций крови проводили на 

приборе Malvern Zetasizer Nano ZS, оборудованном He-Ne лазером (633 нм) при T = 22 °C 

и угле детекции 173°. Для каждого образца проводили 11 последовательных съемок 

длиной 10 с каждая. Данные анализировали с помощью программы Zetasizer Software 

v7.11.  

2.9.3.4. Проточная цитометрия 

Аликвоты образцов частиц плазмы крови, осаждаемых при 16 000 g и 160 000 g 

(фракции III и IV) окрашивали с помощью флуоресцентных коньюгатов мышиных 

антител к белкам человека: CD3-FITC, CD79a-PerCP Cy 5.5, CD41a-FITC, CD34-APC, 

CD63-PE согласно рекомендация производителя (eBioscience, США). Частицы промывали 

dfPBS дважды и анализировали на приборе FACS Canto II. Для анализа мембранных 

частиц крови (60-1000 нм) настройки фотоэлектронных умножителей (ФЭУ), 

детектирующих прямое (FSC) и боковое светорассеяние (SSC), были подобраны с 

использованием стандартных частиц из набора «Cytometer Setup and Tracking Beads Kit» 

(диаметр 1 и 2 мкм) и полистереновых частиц (диаметр 60 нм). Настройки ФЭУ, 

детектирующих флуоресценцию в каналах FITC, PE, PerCP-Cy5.5 и APC были подобраны 

с использованием калибровочных частиц из набора «Anti-Mouse Ig, κ/Negative Control 

Compensation Particles Set beads» согласно рекомендациям производителя. Для 

иммунофенотипирования частиц плазмы крови были использованы следующие настройки 

ФЭУ: FSC – 615; SSC – 310; FITC – 548; PE – 466; PerCP-Cy 5.5 – 505; APC – 300; порог 

FSC/SSC – 200/200; компенсация PE-FITC – 18; компенсация PerCP-Cy 5.5/PE – 15. Гейты 

были выбраны с учетом расположения популяций частиц на гистограммах, полученных 

для неокрашенных антителами частиц. Анализ данных цитометрии провели с помощью 

BD FACSDiva software v6.1.3. Перекрывающиеся гистограммы были построены с 

помощью Flowing Software v2.5.1. 

2.9.3.5. Выделение суммарной РНК фракций крови I-V 

Выделение РНК из препаратов форменных элементов, плазмы и субфракций 

плазмы крови проводили с использованием реагента Trizol LS по методике производителя 

[187]. Перед осаждением РНК в водную фазу вносили 50 мкг/мл гликогена. 
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Концентрацию РНК в препаратах определяли спектрофотометрически при длине волны 

260 нм на приборе NanoVue Plus. 

2.9.3.6. Анализ профилей РНК фракций крови I-V с помощью Agilent 

Bioanalyzer 

Концентрацию РНК и распределение по длине РНК в препаратах суммарной РНК 

фракций крови определяли с использованием анализатора нуклеиновых кислот 

Bioanalyzer 2100 с помощью набора Agilent RNA 6000 Pico Kit. 

2.9.4 Конструирование и секвенирование кДНК-библиотек SOLiD 

Конструирование кДНК-библиотек РНК фракций крови проводили с помощью 

наборов SOLiD Total RNA-Seq Kit с модификациями протокола, описанными нами ранее в 

работе [4]. Для этого частичный гидролиз и дефосфорилирование РНК проводили в 

реакционной смеси (10 мкл), содержащей по 1 е.а. РНКазы III, ДНКазы I и щелочной 

фосфатазы FastAP. Реакционную смесь перемешивали и инкубировали в течение 30 мин 

при 37 °С. Реакцию останавливали нагреванием при 65 °С в течение 10 мин. Для 5'-

фосфорилирования РНК в реакционную смесь добавляли 2 МБк [γ-
32

P]АТP 1 е. а. T4-

полинуклеотидкиназы. Смесь инкубировали при 25 °С, 30 мин. Реакционную смесь 

разделяли электрофорезом в денатурирующем ПААГ (14 % акриламид 20:1 бис-

акриламид, 1х TBE (89 мМ Трис, 89 мМ борная кислота, 2мМ ЭДТА, pH 8,0), 6 M 

мочевина). Фрагменты геля, содержащие РНК длиной от 20 н. до ≈ 250 н., инкубировали в 

0,1х ТАЕ (4 мМ Трис, 2мМ уксусная кислота, 0,1 мМ ЭДТА, pH 8,0) 16 ч при 20
о
С. РНК 

из элюата осаждали 70 % этанолом. Осадок растворяли в буфере для гибридизации и 

проводили реакцию лигирования РНК с адаптерами, обратную транскрипцию и 

амлификацию кДНК по протоколу SOLiD Total RNA-Seq Kit. 

Амплификацию ДНК в водно-масляной эмульсии на магнитных микрочастицах, 

обогащение на полистироловых микрочастицах, иммобилизацию на стеклянных 

пластинах и циклы лигирования и детекции по технологии SOLiD 5500xL проводили в 

ЦКП «Геномика» (Новосибирск, Россия). 

2.9.5 Биоинформационный анализ данных секвенирования 

Выравнивание экспериментальных последовательностей, полученных по 

результатам высокопроизводительного секвенирования по технологии SOLiD, проводили 

с помощью пакета программ Bowtie 1.1.0 [184]. Для идентификации последовательности 

малой РНК, интегрированной в экспериментальную последовательность длиной 50 н., 

данные о последовательности в формате color space (csfasta) и качестве прочтения 

последовательности (quality data) идентифицировали путем последовательного 
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выравнивания, состоящего из 11 шагов. На каждом шаге выравнивания 

неидентифицированные последовательности укорачивали на 4/3/2 н. с 3’-конца. 

Минимальная длина экспериментальной последовательности, используемой для 

выравнивания составляла 19 н.  

Общая схема выравнивания включала три последовательных этапа, на каждом из 

которых в массиве экспериментальных ридов проводили поиск и идентификацию 

последовательностей, относящихся к референсным последовательностям, объединенным 

в три группы. Первая группа референсных последовательностей включала 

последовательности адаптеров и праймеров, используемых в технологии SOLiD, а также 

последовательности митохондриальной ДНК (NC_012920.1) и геномных повторов 

человека, аннотированных в базе данных RepBase [188], последовательности тРНК [189], 

рРНК человека (28S, 18S, 5.8S, 5S), мяРНК (U1-U12) и мцРНК (HY1-HY5) базы данных 

РНК человека RefSeq (NCBI) [190]. Вторая группа референсных последовательностей 

содержала последовательности всех NM и NR записей базы данных РНК человека RefSeq 

[190]. Экспериментальные последовательности, которые не были идентифицированы 

после выравнивания с референсными последовательностями из первой и второй группы 

выравнивали с референсными последовательностями генома человека сборки 

GRCh37/hg19 из аннотаций GoldenPath UCSC [191]. Результаты выравнивания 

визуализировали с помощью программы IGV [183].  

Для анализа распределения РНК различных классов в препаратах фракций крови 

мы использовали пакет программ Bowtie [184] с параметром "– k 1", позволяющий 

находить для каждой экспериментальной последовательости не более одного гомолога в 

списке референсных последовательностей. Для сравнительного анализа распределения 

индивидуальных форм РНК в препаратах фракций крови с помощью пакета программ 

Bowtie [184] мы использовали параметр "– k 2", позволяющий находить для каждой 

экспериментальной последовательости не более двух гомологов в списке референсных 

последовательностей.  

Результаты выравнивания экспериментальных последовательностей c 

референсными последовательностями (SAM-файлы) сортировали, индексировали и 

конвертировали в BAM-формат с помощью программного пакета Samtools v.1.0 [192]. 

Полученные BAM-файлы анализировали с помощью программного пакета Cufflinks 

v.2.1.1 [193]. Количественные данные о представленности идентифицированных 

индивидуальных форм РНК во фракциях крови, выраженные в единицах FPKM 

(Fragments per Kilobase per Million) [194]) объединяли в кумулятивные таблицы с 

помощью программы CuffCompare из программного пакета Cufflinks. При определении 
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относительного вклада индивидуальных транскриптов (FPKM) исключали вклад 

последовательностей, гомологичных P1-, P2-адаптерам SOLiD (опция "-compatible-hits-

norm").  

Для сравнительного анализа РНК фракций крови, а также для сравнительного 

анализа внеклеточных РНК здоровых доноров и пациентов с НМРЛ использовали 

программу Cuffdiff из программного пакета Cufflinks и методы нормировки «quartile 

library normalization» с дисперсией «blind» или «per-condition» для одной/нескольких 

реплик, соответственно. Для того чтобы исключить из рассмотрения транскрипты с 

низким покрытием экспериментальными ридами мы использовали параметр cutoff 100 

(min-alignment-count 100), если иное не указано в подписи к таблице. 

2.9.6 Поиск кцРНК в массивах данных секвенирования РНК фракций 

крови I-V 

Для составления референсной базы индикаторных последовательностей 

соединений экзонов кольцевых РНК использовали программу “create_ring_ref.pl” [195] и 

gtf-таблицу RefSeq-транскриптов для генома человека сборки GRCh37/hg19. Набор 

референсных соединений экзонов составлен из последовательностей длиной 50 н. 25 н. с 

5’-конца референсной последовательности это 25 н. 3’-конца N+n- экзона (где n ≥ 0), а с 

26-ого нуклеотида и до 50-го – 5’-концевая последовательность N-экзона для каждого 

экзона каждого RefSeq-транскрипта.  

 

Рис. 2. Схема выравнивания экспериментальных последовательностей, полученных 

методом высокопроизводительного секвенирования РНК фракций крови человека, с 

индикаторными продуктами обратного сплайсинга – 3’-5’ соединениями экзонов 

кольцевых РНК. 
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Для того чтобы выявить индикаторные последовательности кольцевых 

транскриптов мы использовали данные высокопроизводительного секвенирования РНК 

крови здоровых доноров и пациентов с немелкоклеточным раком легкого (НМРЛ), 

полученные в данной работе, а также опубликованные ранее [4].  

Всего было проанализировано 17 кДНК-библиотек РНК крови здоровых доноров, 

из них 8 персонализированных и 9 пулированных, и 18 кДНК-библиотек РНК крови 

пациентов с НМРЛ, из них 8 персонализированных и 10 пулированных. Полученный 

массив данных высокопроизводительного секвенирования содержал ~ 1.5 млрд 

экспериментальных последовательностей. 

Выравнивание экспериментальных последовательностей с референсными 

проводили с помощью программного пакета Bowtie [196] с параметрами –C (colorspace) и 

–norc (только в +-ориентации). Для экспериментальных последовательностей длиной 50 н. 

11 н. удаляли с 3’-конца (параметр --trim3 11). Выравнивание экспериментальных 

последовательностей длиной 35 н. проводили без удаления концевых нуклеотидов (end-to-

end), но с фильтрацией результатов так, чтобы экспериментальная последовательность 

покрывала не менее 14 н. с 5’- или 3‘-стороны соединения экзонов (Рис. 2). 

2.9.7 Анализ функций РНК крови человека in silico 

Предполагают, что кцРНК могут регулировать экспрессию своих генов на 

транскрипционном и посттранскрипционном уровнях [167, 197]. Поэтому для того, чтобы 

описать многообразие биологических процессов, регуляция которых может быть связана с 

кцРНК, мы провели анализ генных онтологий (GO-аннотаций) для выявленного набора из 

88 генов, кодирующих кцРНК крови человека с помощью программы PANTHER [198]. 

2.9.8 Анализ распределения кцРНК и их мРНК-гомологов методом ОТ-

ПЦР в режиме реального времени 

Для ОТ-ПЦР-анализа представленности кольцевых РНК в мембранных частицах 

крови схема получения фракций крови была модифицирована: (16 000 g)-супернатант 

наносили на колонку с сорбентом exoRNeasy Serum/Plasma Maxi Kit. Элюат собирали, а 

РНК мембранных частиц крови выделяли по протоколу exoRNeasy Serum/Plasma Maxi Kit. 

Содержание кцРНК в препаратах суммарной РНК клеток и фракций крови 

человека, а также содержание мРНК-гомологов кцРНК во фракциях крови анализировали 

методом ОТ-ПЦР в режиме реального времени с использованием праймеров, указанных в 

Таблицах 1 и 2. 
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Таблица 1. Праймеры, использованные для детекции кцРНК в субфракциях 

плазмы крови и культивируемых клетках человека методом ОТ-ПЦР в режиме реального 

времени 

ID
(1)

 мРНК-

гомолога кцРНК 
Название праймера Праймер Ta

(2)
 

Длина 

продукта, 

п.н. 

YY1AP1_1 
circYY1AP1_1_F 5'-TTGAGGAACTACTGGCCAAC-3' 62 

297 
circYY1AP1_1_R 5'-GAGCTTGAGGGGTGTTAAAG-3' 62 

YY1AP1_2 
circYY1AP1_2_F 5'-GTTCAGCTCTTGACACAAATCC-3' 62 

175 
circYY1AP1_2_R 5'-GGGTGTTAAAGTTAGCTTGAGG-3' 62 

RBM23 
circRBM23_F 5'-GGATTATCCTAGCAATACCAC-3' 62 

149 
circRBM23_R 5'-TATAGGGAGCTTCCAGCATG-3' 63 

ARHGEF12 
circARHGEF12_F 5'-GCATGGAAGTATTTTGAACCGAG-3' 62 

110 
circARHGEF12_R 5'-CTTATAGGTTTTTTGAGGGGAAAC-3' 62 

PTPRA 
circPTPRA_F 5'-CAACGGCAGAACCAGTTAAAG-3' 62 

343 
circPTPRA_R 5'-TGCCGAGCAGAACAAGAA-3' 62 

DNMT1 
circDNMT1_ F 5'-AAACGGAAACCTCAGGAAGAG-3' 62 

174 
circDNMT1_ R 5'-AAATGAGATGTGATGGTGGTTTG-3' 62 

NRIP1 
circNRIP1_F 5'-ATGCACACTTGACTGAAGGAG-3' 62 

200 
circNRIP1_R 5'-CTGGCTGTGTTTCTCCCAAA-3' 63 

PICALM 
circPICALM_F 5'-CAAGCACTGGTCTATCTCTGAC-3' 62 

414 
circPICALM_R 5'-GCTTGCAGCTGTAGAATCTTTG-3' 62 

RUNX1 
circRUNX1_F 5'-GACATCGGCAGAAACTAGATGA-3' 62 

283 
circRUNX1_R 5'-GGCCCATCCACTGTGATTT-3' 62 

SIN3 
circSIN3_F 5'-TCCCAACTGCAAGCACATA-3' 62 

531 
circSIN3_R 5'-TTGCTGACTTTGGCAGGT-3' 62 

ZFPM2 
circZFPM2_F 5'-GATGAAGGAATCCAGGAGACA-3' 61 

246 
circZFPM2_F 5'-AAAGTATTCCACTTCTTCGCA-3' 61 

VAMP3 
circVAMP3_F 5'-GTGGGCAATCGGGATTACTG-3' 63 

201 
circVAMP3_R 5'-TCTTCCACCAATATTTCCTCTTCAA-3' 63 

(1)
 ID – идентификатор гена в базе данных РНК человека NCBI RefSeq.  

(2)
 Температура отжига праймера. 
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Таблица 2. Специфические праймеры, использованные для оценки относительного 

содержания кцРНК и ее мРНК-гомолога методом ОТ-ПЦР в режиме реального времени 

ID
(1)

 мРНК-

гомолога кцРНК 
Название праймера Праймер Ta

(2)
 

Длина 

продукта, 

п.н. 

YY1AP1 
mYY1AP1_F 5'-TCTTCCTCACTTCCCTGTACTC-3' 63 

435 
mYY1AP1_R 5'-AGACATATCCTGGTGCTACTGG-3' 63 

RBM23 
mRBM23_F 5'-CATACTCAAAGGAACGGAGAGAA-3' 62 

409 
mRBM23_R 5'-CAAGTGGAGGACTCCTGTAATG-3' 62 

ARHGEF12 
mARHGEF12_F 5'-CGGATGGTCTAGATGACTGAATG-3' 62 

372 
mARHGEF12_R 5'-GATTACGCAACGCTGAACAAG-3' 62 

PTPRA 
mPTPRA_F 5'-GACACATGTTCAAAGAGCATAA-3' 59 

551 
mPTPRA_R 5'-TAAACACGATCACTAGCAGAG-3' 59 

(1)
 ID – идентификатор гена в базе данных РНК человека NCBI RefSeq.  

(2)
 Температура отжига праймера. 

 

Дезоксирибоолигонуклеотиды синтезированы в лаборатории медицинской химии 

ИХБФМ СО РАН (г. Новосибирск).  

Обратную транскрипцию РНК и амплификацию кДНК проводили с 

использованием наборов «БиоМастер qОТ-ПЦР» по методике производителя. Выход 

продуктов амплификации анализировали на приборе LightCycler 96 с использованием 

программы LightCycler 96 System Software. 

Соответствие нуклеотидных последовательностей продуктов обратной 

транскрипции и амплификации кцРНК референсным последовательностям соединений 

обратного сплайсинга экзонов было подтверждено секвенированием ДНК по Сэнгеру для 

каждой из 12 выбранных кцРНК. Определение первичной структуры ДНК по методу 

Сэнгера проводили на автоматическом секвенаторе ABI 3730XL Genetic Analyzer в ЦКП 

«Геномика» СО РАН. 

2.9.9 Получение экспрессирующего вектора pET23a_NPM1 

Экспрессирующий вектор конструировали на основе плазмиды pET23a, 

содержащей нуклеотидную последовательность, кодирующую аминокислотную 

последовательность HHHHHH на С-конце рекомбинантного белка. Для получения кДНК, 

кодирующей аналог нуклеофозмина 1, проводили обратную транскрипцию суммарной 

РНК клеток MCF-7 с последующей амплификацией кДНК с использованием 

специфических праймеров:  

NPM1_F: 5’-ATCATCGGATCCATGGAAGATTCGATGGACA-3’;  

NPM1_R: 5’-ATCATCGAATTCGCAAGAGACTTCCTCCACT-3’.  
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Для проведения реакции лигирования ДНК вектора pET23a и ДНК гена NPM1 

гидролизовали эндонуклеазами рестрикции EcoRI и BamHI. Линеаризованную плазмиду 

очищали препаративным электрофорезом в 1 % агарозном геле. Вектор выделяли из геля с 

использованием набора «GenElute Gel Extraction Kit». ДНК гена NPM1 очищали из 

реакционной смеси спиртовым осаждением [199]. Лигирование нуклеотидной 

последовательности NPM1 с линеаризованной ДНК pET23a проводили с помощью ДНК-

лигазы T4. Клонирование рекомбинантных ДНК осуществляли стандартным методом 

[199] в клетках штамма E. coli Top10.  

Отбор клонов проводили методом ПЦР, используя в качестве матрицы ДНК 

единичных клонов клеток-трансформантов штамма E. coli Top10/pET23a_NPM1. Из 

отобранных клонов выделяли препараты плазмидной ДНК и проводили рестрикционный 

анализ эндонуклеазами рестрикции EcoRI и BamHI. Препараты плазмидных ДНК 

выделяли с помощью набора «GenElute HP Miniprep Kit». Анализ первичной структуры 

ДНК вставки в вектор pET23a_NPM1 проводили методом секвенирования по Сэнгеру с 

использованием набора реагентов «BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit» и 

специфических праймеров (T7_Fseq: 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3'; T7_Rseq: 5'-

GCTAGTTATTGCTCAGCGGT-3'). Продукты реакции Сэнгера очищали из реакционной 

смеси с использованием колонок «DyeEx 2.0 Spin Kit», образцы высушивали в вакуумном 

испарителе «Concentrator Plus» и передавали для анализа в ЦКП «Геномика» ИХБФМ СО 

РАН. Полученные нуклеотидные последовательности анализировали с помощью 

программ Sequence Scanner Software v1.0 и BLAST, а также базы данных RefSeq. 

2.9.10  Получение компетентных клеток штамма E. coli Top 10 

Клетки штамма E. coli Top 10 засевали на чашки с агаризованной питательной 

средой LB методом истощающего штриха [200] и инкубировали при 37 °C в течение 18-

20 часов. Брали единичную колонию и засевали в 5 мл среды LB и инкубировали при 

37 °C 160-170 об/мин в течение 18-20 часов. 

Затем 1 мл клеточной культуры инокулировали в 250 мл среды SOC и выращивали 

на качалке при 37 °С, 160-170 об/мин. По достижении оптической плотности ОП600 ≈ 

0,3 о. е. клеточную культуру помещали в лед на 20-30 минут, после чего 

центрифугировали при 4 °С, 3 000 g в течение 10 мин. Клеточный осадок 

ресуспендировали в 80 мл предварительно охлажденного буфера CCMB-80 и 

инкубировали в течение 20 мин на льду. Клетки повторно осаждали центрифугированием 

при 4 °С, 3 000 g, в течение 10 мин, ресуспендировали в 10 мл охлажденного буфера 

CCMB-80 и инкубировали 20 мин на льду. Полученную суспензию клеток расфасовывали 

аликвотами по 50-100 мкл в чистые стерильные микропробирки и хранили при -70 °С. 
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Трансформацию компетентных клеток штамма E. coli Top 10 проводили по стандартной 

методике [201]. 

2.9.11  Трансформация клеток E. coli BL21 (DE3) 

Штамм-продуцент рекомбинантного аналога NPM1 был получен на основе штамма 

E. coli BL21 (DE3). 

Клетки штамма E. coli BL21 (DE3) засевали на чашки с агаризованной питательной 

средой LB методом истощающего штриха [200] и инкубировали при 37 °C в течение 18-

20 часов. Брали единичную колонию и засевали в 2 мл среды LB. Инкубировали при 37 °C 

170 об/мин в течение 2-3 часов до оптической плотности культуры ОП600 ≈ 0,4 - 0,6 о. е. 

Затем, 1 мл культуры переносили в стерильную микропробирку и осаждали клетки 

центрифугированием при 7000 об/мин в течение 5 мин. Тщательно удаляли надосадочную 

жидкость и добавляли к полученному осадку 100 нг ДНК вектора pET23a_NPM1 и 

100 мкл буфера TSS, содержащего 5 % ДМСО, аккуратно пипетировали и инкубировали 

15-20 мин на льду. Затем добавляли 1 мл буфера TSS, содержащего 2 % глюкозы и 

инкубировали в течение 45-60 мин при 37 °C 170 об/мин. Брали 20-30 мкл культуры, 

засевали шпателем Дригальского на чашку с агаризованной средой LB, содержащей 100 

мкг/мл ампициллина и 2 % глюкозы, затем инкубировали культуру на чашке в термостате 

при 37 °C в течение ночи. Полученные колонии-трансформанты хранили при +4 °C и 

использовали для работы в течение 2-3 недель. 

2.9.12  Биосинтез нуклеофозмина 1 в клетках штамма E. coli 

BL21 (DE3)/pET23a_NPM1 

Для наработки рекомбинантного аналога NPM1 использовали модифицированный 

метод автоиндукции [202]. Клетки E.coli BL21 (DE3), трансформированные вектором 

pET23a_NPM1, засевали в стеклянную колбу, содержащую 50 мл питательной среды 

2*YT и ампициллин в концентрации 100 мкг/мл. Ночную культуру выращивали на 

качалке при 37 °С 170 об/мин в течение 16-18 часов, и пересевали в колбы 1:100 со средой 

2*YT, содержащей 0,1 % глюкозы, 0,5 % лактозы, 0,8 % глицерина и 100 мкг/мл 

ампициллина. Культуру наращивали при 30 °С в течение 24 часов. Клетки осаждали из 

культуральной среды центрифугированием при 3 200 g 4 °С в течение 20 мин. Клеточный 

осадок суспендировали в буфере А и лизировали ультразвуком (20 МГц, 15 мин при 4 °С).  

2.9.13 Очистка рекомбинантного аналога NPM1-His6 

Очистку рекомбинантного аналога нуклеофозмина 1 человека (NPM1-His6) от 

примеси белков клеток-продуцентов E. coli проводили на хроматографической станции 



52 

низкого давления «BioLogic LP», оснащенной спектрофотометрическим детектором 

поглощения элюата на длине волны 280 нм и проточным кондуктометром. Для выделения 

NPM1-His6 лизат клеток E. coli BL21 (DE3)/pET23a_NPM1 центрифугировали 20 мин при 

10 000 g, 4 °С. Супернатант наносили на Ni-NTA сефарозу, уравновешенную буфером A. 

Не связавшиеся с сорбентом белки E. coli элюировали этим же буфером. Сорбент 

промывали буфером A, содержащим 50 мМ имидазола. Рекомбинантный аналог NPM1-

His6 элюировали буфером А, содержащим 250 мМ имидазола. Белковые фракции 

диализовали против 10 мМ Трис-HCl буфера (pH 7,5), содержащего 1 мМ PMSF (две 

смены по 18 часов, 4 °С). Полученные белковые препараты хранили при -70 °С. 

Концентрацию белка в препаратах определяли по поглощению при 280 нм с 

использованием коэффициента экстинкции ε280 = 6210 M
-1

*см
-1

, рассчитанного с помощью 

программного пакета ProtParam [203]. 

2.9.14 Анализ структуры NPM1-His6 

Для анализа первичной структуры NPM1-His6 очищенные с помощью 

хроматографии препараты белка разделяли в 13 % ДСН-ПААГ. Полоски геля, 

содержащие белок, вырезали, белок гидролизовали трипсином с последующей элюцией 

пептидов из геля согласно [204]. Полученные образцы передавали для анализа с помощью 

MALDI-TOF REFLEX III в межинститутский ЦКП СО РАН «Протеомика». В качестве 

матрицы использовали α-циано-3 гидроксикоричную кислоту. Сопоставление продуктов 

трипсинолиза производили с использованием программы CompassXport SFX.  

2.9.15  Анализ примесной нуклеазной активности в препаратах NPM1-

His6 

Для определения примеси РНКаз и фосфодиэстераз E. coli, NPM1-His6 

инкубировали с 0,1 мкг дцРНК-ВПЧ (ИМБТ ГНЦ ВБ Вектор, г. Бердск, Россия) в буфере, 

содержащем 20 мМ Трис-HCl (pH 7,5), 0,1 мМ хлорида магния в течение 90 мин при 37 

o
C. Целостность препаратов дцРНК-ВПЧ оценивали электрофорезом в 1% агарозном геле. 

2.9.16  Анализ влияния NPM1-His6 на жизнеспособность клеток MCF-7 

Влияние NPM1-His6 на жизнеспособность клеток аденокарциномы молочной 

железы человека MCF-7 определяли методом МТТ-теста [205], основанным на 

ферментативном восстановлении МТТ в живых метаболически активных клетках с 

образованием голубых кристаллов формазана. Оптическую плотность МТТ-формазана в 

изопропаноле определяли с помощью микропланшетного фотометра Apollo-8 LB 912. 
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Анализ морфологии клеток на всех этапах работы проводили с помощью микроскопа 

Axiovert 40C. 

2.9.17  Получение синтетических аналогов некодирующих РНК человека 

Синтез аналогов AluY-РНК и C/D бокс РНК проводили in vitro транскипцией ДНК-

матриц РНК-полимеразой фага Т7 [206]. 

Синтетические аналоги C/D бокс РНК получали согласно [207] с использованием 

праймеров: 

U24_F: 5’-ATGCAGCTAATACGACTCACTATAGGGTGCAGATGATGTAAAATAG-

3’; 

U24_R: 5’-TGCATCAGTTTGGTGAGTTCCTAATTTTCATCACCATCTCTCAG-3’ и 

дезоксирибоолигонуклеотида: 

U24_Base: 5'-

TGCAGATGATGTAAAATAGCGACGGGCGGTGCTGAGAGATGGTGATGA-3' в качестве 

матрицы. 

Нуклеотидная последовательность полученного аналога U24 РНК: 

5’-

GGGUGCAGAUGAUGUAAAAUAGCGACGGGCGGUGCUGAGAGAUGGUGAUGAAAA

UUAGGAACUCACCAAACUGAUGCA-3’. 

Для получения ДНК-матриц, кодирующих AluY-РНК, ДНК клеток человека 

амплифицировали со следующими парами праймеров, комплементраных ChrX:80014250-

80014637 (hg19): 

AluY_F: 5’-

ATGCAGCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGTAAATTACTAATTAGCTC-3’; 

AluY_R: 5’-ATCAAATGCATTTTATGTGTATCC-3’ (последовательность 

промотора РНК полимеразы T7 показана курсивом).  

Олигорибонуклеотид: rON1: 5’-GAGAAUUUGCUGACUAAACUUU-3’ 

синтезирован в Лаборатории химии РНК ИХБФМ СО РАН и любезно предоставлен к.х.н. 

Веньяминовой А.Г. 

2.9.18  Взаимодействие NPM1-His6 с синтетическими РНК 

Взаимодействие NPM1-His6 с синтетическими аналогами U24 малой ядрышковой 

C/D бокс РНК, Alu-РНК и rON1 анализировали методом гель-ретардации [208]. Для 

получения 5'-[
32

Р]-меченых аналогов РНК в концентрации 20 мкг/мл инкубировали в 

реакционной смеси для прямого кинирования, содержащей: 50 мМ Трис-HCl (pH 8,5); 1 

мМ MgCl2; 5 МБк γ-[
32

P]ATP (4000 Ки/ммоль) и 20 е. а. полинуклеотидкиназы T4 в 
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течение 30 мин при 37 
o
C. Радиоактивно-меченую РНК очищали препаративным 

электрофорезом в 9 % ПААГ с последующей элюцией РНК из геля [209]. 

2.9.19  Трансфекция клеток MCF-7 комплексами NPM1-His6 c 

синтетическими аналогами AluY-РНК и C/D бокс РНК 

Клетки MCF-7 культивировали в 24-луночном планшете до достижения плотности 

60 – 70 % монослоя. Клетки обрабатывали AluY-РНК и C/D бокс РНК в концентрациях 3,5 

нМ и 20,8 нМ, соответственно. К среде добавляли РНК или смесь РНК с NPM1-His6 (1:20). 

Для этого РНК преинкубировали с NPM1-His6 в ФСБ (0,1 мМ Mg
2+

, 5 мин, 37 °C). После 

инкубации среду удаляли, клетки промывали тремя сменами ФСБ. Клетки лизировали с 

помощью реагента Trizol, РНК из лизата выделяли согласно рекомендациям 

производителя [210].  

2.9.20  Анализ накопления синтетических РНК в клетках MCF-7 методом 

обратной транскрипции и амплификации 

Суммарную РНК трансфицированных и контрольных клеток анализировали ОТ-

ПЦР в режиме реального времени с праймерами: AluY_F и AluY_R; U24_F и U24_R. 

В качестве референсной РНК использовали мРНК гена гипоксантин-гуанин 

фосфорибозилтрансферазы (HPRT) с праймерами:  

HPRT_F: 5’- CATCAAAGCACTGAATAGAAAT -3’; 

HPRT_R: 5’- TATCTTCCACAATCAAGACATT -3’. 

Реакцию ОТ-ПЦР проводили с использованием готовых наборов для ОТ-ПЦР и 

SYBRGreen. Выход продуктов амплификации анализировали на приборе iQ5 RealTime 

PCR Detection System с использованием программы iQ5 Optical System Software (Version 

2.0). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Внеклеточные циркулирующие комплексы, такие как экзосомы, микровезикулы, 

апоптотические тельца, свободные рибонуклеопротеины и комплексы РНК с 

липопротеинами высокой плотности участвуют в процессах межклеточного 

взаимодействия путем передачи регуляторных сигналов в виде РНК и белков от клеток-

доноров к клеткам-реципиентам. 

Состав внеклеточных РНК отражает физиологическое состояние организма, а его 

изменения могут быть обусловлены развитием патологических процессов, таких как рак и 

аутоиммунные заболевания. При этом профиль внеклеточных РНК является уникальным 

для каждого заболевания, что активно используют для поиска и разработки новых 

подходов малоинвазивной диагностики и терапии. 

Современные исследования, направленные на выявление диагностических форм 

внеклеточных РНК, посвящены анализу динамики изменения состава РНК экзосом, 

циркулирующих в физиологических жидкостях человека в норме и при развитии 

патологии. Лишь в единичных работах представлены комплексные данные о составе РНК 

известных типов циркулирующих внеклеточных комплексов человека и проведен анализ 

изменения состава таких комплексов при развитии заболевания. 

В данной работе нами проведен сравнительный анализ состава РНК внеклеточных 

циркулирующих комплексов крови человека в норме и при НМРЛ. Поскольку 

циркулирующие РНК-содержащие комплексы различного биогенеза отличаются по 

размерным характеристикам, возможно их разделение с помощью центрифугирования, 

что наиболее часто используют при выделении таких комплексов [1]. Мы использовали 

метод последовательного центрифугирования для получения препаратов, обогащенных 

внеклеточными циркулирующими комплексами разных типов, а именно: 

микровезикулами и апоптотическими тельцами, экзосомами и свободными 

рибонуклеопротеиновыми комплексами. В качестве препаратов сравнения использовали 

препараты плазмы крови, содержащие все вышеперечисленные комплексы, а также 

препараты форменных элементов крови. Для определения первичной структуры РНК 

циркулирующих комплексов плазмы крови использовали метод 

высокопроизводительного секвенирования на платформе SOLiD, позволяющий 

одновременно проводить анализ всего набора РНК в суммарном препарате, выделенном 

из биологического образца [211]. Для биоинформационного анализа данных 

высокопроизводительного секвенирования и сравнительного анализа наборов форм РНК 

использовали современные програмнные средства Bowtie [184] и Cufflinks [185], а также 

актуальные базы данных последовательностей нуклеиновых кислот человека и аннотации 
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к ним. При этом нами были выявлены кольцевые РНК - представители нового класса 

длинных некодирующих РНК. Методом ОТ-ПЦР в режиме реального времени был 

проведен анализ распределения кцРНК во фракциях крови здоровых доноров. 

В настоящее время одним из основных направлений исследований внеклеточных 

циркулирующих комплексов является анализ возможности их использования в качестве 

средств доставки терапевтических молекул, в том числе РНК [212, 213]. В данной работе 

мы провели анализ накопления комплексов рекомбинантного нуклеофозмина 1 человека с 

синтетическими аналогами малой ядрышковой U24 С/D бокс РНК и AluY РНК в клетках 

аденокарциномы молочной железы человека MCF-7. 

3.1 Фракционирование крови человека методом последовательного 

центрифугирования 

Центрифугирование и ультрацентрифугирование широко используют в качестве 

базовых методов для выделения внеклеточных мембранных частиц, таких как экзосомы и 

микровезикулы [214, 215]. В данной работе препараты венозной крови здоровых доноров 

и пациентов с немелкоклеточным раком легкого (НМРЛ) фракционировали методом 

последовательного центрифугирования согласно схеме представленной на рис. 3. В 

результате препараты цельной крови разделяли на пять фракций: форменные элементы – 

фракция I; плазма крови – фракция II; частицы плазмы, осаждаемые при усилиях 16 000 g 

– фракция III; частицы плазмы, осаждаемые при усилиях 160 000 g – фракция IV и 

160 000 g супернатант плазмы, обедненный частицами – фракция V. 

 

 

 

Рис. 3. Схема получения фракций крови человека. Фракции крови: I – форменные 

элементы; II – плазма; III – мембранные частицы и клеточный дебрис, осаждаемые при 

16 000 g; IV – мембранные частицы, осаждаемые при 160 000 g (в том числе экзосомы); V 

– супернатант плазмы, обедненный мембранными частицами. Звездочка (*) - допустимая 
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глубина гемолиза в образцах плазмы крови, использованных для получения фракций 

крови II-V [217]. 

 

На первом этапе образцы цельной крови центрифугировали при 1 200 g и получали 

препараты форменных элементов (осадок) и плазмы, обедненной тромбоцитами 

(супернатант) [216]. Поскольку известно, что гемолиз – разрушение эритроцитов – в 

процессе выделения фракций крови приводит к изменению состава РНК плазмы крови, 

мы оценивали глубину гемолиза в полученных препаратах плазмы согласно [217] и на 

следующих этапах использовали только препараты, в которых оптическое поглощение 

образца на длине волны 414 нм, соответствующее поглощению гемоглобина, не 

превышало 2,0. 

Затем мы проводили последовательное центрифугирование отобранных образцов 

плазмы при 16 000 g и 160 000 g (Рис. 3). Такой подход позволяет на первом этапе 

провести осаждение микровезикул и апоптотических телец внеклеточной жидкости [215, 

218], а затем, на этапе ультрацентрифугирования – экзосом [215, 219, 220].  

3.2 Анализ содержания мембранных частиц во фракциях крови человека 

методами электронной микроскопии, проточной цитофлуориметрии и 

динамического светорассеяния 

Из данных литературы известно, что фракции плазмы крови человека, полученные 

центрифигуриованием при 16 000 и 160 000 g, обогащены субмикронными частицами, 

такими как микровезикулы и экзосомы [215, 219].  

Для подтверждения присутствия мембранных частиц в осадках плазмы крови, 

полученных при усилиях 16 000 g и 160 000 g (фракции III и IV), был проведен анализ их 

ультратонких срезов с помощью просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ). 

Было установлено, что фракции III и IV обогащены мембранными пузырьками диаметром 

~ 40 - 100 нм (Рис. 4 А, Б), а также содержат клеточный дебрис и макромолекулярные 

агрегаты биополимеров.  

При этом среди частиц плазмы крови, осаждаемых при 16 000 g (фракция III), были 

обнаружены митохондрии (Рис. 4 А). 
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Рис. 4. Морфофизический анализ плазмы крови (II) и фракций (III-V). А, Б. 

Морфология частиц плазмы крови, осаждаемых при усилиях 16 000 g (А) и 160 000 g (Б), 

данные просвечивающей электронной микроскопии ультратонких срезов. Черными 

стрелками обозначены мембранные частицы, белыми стрелками обозначены клеточный 

дебрис и макромолекулярные агрегаты биополимеров, звездочками обозначены 

митохондрии. В. Анализ фракций крови II-V методом динамического светорассеяния. II – 

плазма крови, III – мембранные частицы и клеточный дебрис, осаждаемые при 16 000 g, 

IV – мембранные частицы, осаждаемые при 160 000 g (в том числе экзосомы), V – 

супернатант плазмы, обедненный мембранными частицами. 

 

Анализ полученных фракций крови методом динамического светорассеяния 

показал, что плазма крови (II) и ее фракции (III-V) содержат две схожие популяции частиц 

с гидродинамическим диаметром 5 - 20 нм и 20 - 100 нм (Рис. 4 В), что по литературным 

данным соответствует белковым комплексам плазмы крови (2 – 70 нм) и малым 

внеклеточным везикулам, в том числе экзосомам (30 - 100 нм) [221, 222]. Кроме того, во 

фракциях плазмы крови III и IV выявлена популяция частиц с гидродинамическим 

диаметром 150 - 1000 нм, которая, по-видимому, относится к мембранным частицам 
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плазмы крови, выявленным ПЭМ (Рис. 4 В). Популяция частиц крови с 

гидродинамическим диаметром 150 - 1 000 нм может содержать микровезикулы 

(50 - 2 000 нм), апоптотические тельца (50 - 5 000 нм) и митохондрии (750 – 3 000 нм) 

[221], а также агрегаты мембранных частиц, образующиеся при ультрацентрифугриовании 

[223]. В целом полученные нами результаты анализа динамического светорассеяния 

компонентов исследуемых внеклеточных фракций крови II - V согласуются с данным 

Кириченко М.Н., опубликованными ранее для образцов плазмы крови человека [224]. 

Таким образом, можно заключить, что частицы плазмы крови (фракции III и IV) 

представляют собой суперпозицию циркулирующих везикул, а также макромолекулярных 

комплексов и их агрегатов. 

Известно, что циркулирующие в крови внеклеточные комплексы, секретируются 

различными типами клеток человека [9, 225]. В ряде работ для иммунохимического 

анализа экзосом и микровезикул биологических жидкостей, а также для анализа частиц из 

культуральной среды, конденсированной клетками млекопитающих, используют метод 

проточной цитометрии [9, 225]. Не смотря на то, что базовый метод проточной 

цитофлуориметрии не позволяет детектировать отдельные частицы с диаметром 

D < 500 нм [226], в литературе описаны подходы к анализу субмикронных частиц, в том 

числе микровезикул и экзосом, где за единичное событие прибор принимает сигнал от 

агрегатов или скоплений таких частиц [223, 227]. 

Для того чтобы оценить клеточное происхождение внеклеточных мембранных 

частиц, выявленных во фракциях крови III и IV, мы провели анализ содержания 

поверхностных антигенов T-клеток, B-клеток, тромбоцитов и незрелых гемопоэтических 

клеток методом проточной цитофлуориметрии, используя флуоресцентно-меченные 

антитела к CD3, CD79a, CD41a и CD34, соответственно. Было установлено, что 

мембранные частицы плазмы крови здоровых доноров, осаждаемые при 16 000 g/160 000 g 

(фракции крови III/IV), обогащены антигенами тромбоцитов/мегакариоцитов (69,4 ± 

9,0 %/43,6 ± 21,5 %) и T-клеток (71,7 ± 15,4 %/51,4 ± 12,8 %) (Рис. 5 А). При этом ~ 5 % 

частиц во фракции IV содержали гликопротеин CD79a – белок, участвующий в 

формировании антигенного рецептора B-клеток. Антиген CD34, используемый для 

идентификации незрелых гемопоэтических клеток, не был выявлен в составе частиц 

фракций крови III и IV (данные не иллюстрированы).  
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Рис. 5. Иммунохимический анализ мембранных частиц плазмы крови, осаждаемых 

при 16 000 g (III) и 160 000 g (IV), методом проточной цитометрии. А. Сравнительный 

анализ содержания CD41a+- и CD3+-частиц в осадках плазмы крови здоровых доноров и 

пациентов с немелкоклеточным раком легкого (НМРЛ), получаемых при усилиях 16 000 g 

(III) и 160 000 g (IV). CD41a+ - маркер тромбоцитов/мегакариоцитов, CD3+ - маркер Т-

клеток. Б. Анализ содержания CD63+-частиц в 16 000 g (III) и 160 000 g (IV) осадках 

плазмы крови здоровых доноров. Относительное количество CD63+-частиц приведено в 

формате значение среднего ± стандартное отклонение, рассчитанного для трех 

независимых повторов. 

 

Сравнение осадков плазмы крови (16 000 g и 160 000 g) пациентов с НМРЛ и 

здоровых доноров показало, что содержание частиц с маркерами 

тромбоцитов/мегакариоцитов (CD41a+) и T-клеток (CD3+) ниже у онкопациентов 

(Рис. 5 А). Уменьшение популяции CD41a+-частиц во фракции крови III пациентов с 

НМРЛ было статистически значимым (t-критерий, p < 0,05). 

Трансмембранный белок CD63 применяют для идентификации и выделения 

экзосом [228, 229], поскольку он преимущественно локализован в центрах их образованя - 

эндосомах клеток [230]. Поэтому мы провели анализ распределения антигена CD63 во 

фракциях крови III и IV. Было установлено, что везикулы крови здоровых доноров и 

пациентов с НМРЛ, осаждаемые при 16 000 g (III) и 160 000 g (IV), содержат 71,7 ± 15,4 % 

и 51,4 ± 12,8 % CD63+-частиц, соответственно (Рис. 5 Б). 

Анализ полученных результатов и данных литературы [215, 225] позволяет 

заключить, что осадки плазмы крови 16 000 g и 160 000 g обогащены циркулирующими 

внеклеточными мембранными частицами - микровезикулами и экзосомами, 

преимущественно секретируемыми тромбоцитами/мегакариоцитами и Т-клетками. 
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3.3 Электрофоретический анализ суммарной РНК фракций крови 

человека 

Препараты суммарной РНК крови и плазмы крови человека содержат не только 

полноразмерные клеточные РНК, но и продукты их частичного гидролиза нуклеазами [4, 

231]. При этом относительное содержание индивидуальных форм РНК в таких препаратах 

имеет ряд различий. Например, показано, что суммарная РНК плазмы крови человека 

преимущественно состоит из коротких фрагментов клеточных РНК [4]. Известно, что 

метод, использованный для выделения суммарной РНК, а также характеристики 

исходного образца влияют на относительное содержание индивидуальных форм РНК 

(профиль суммарной РНК) в его составе [10-12, 215].  

Для того чтобы охарактеризовать РНК фракций I-V, выделенных из крови 

здоровых доноров и пациентов с НМРЛ, мы использовали метод микрокапиллярного 

электрофореза на платформе Agilent Bioanalyzer. Было показано, что фракции крови I-V 

содержат набор форм РНК, в которых вклад полноразмерных 18S, 28S рРНК и коротких 

форм (< 200 н.) существенно отличается у разных доноров. При этом во всех 

исследованных препаратах суммарной РНК клеток крови (I), а также везикул крови, 

осаждаемых при 16 000 g и 160 000 g (III и IV), присутствовали полноразмерные 18S и 28S 

рРНК, в отличие от препаратов РНК плазмы крови (II), а также препаратов РНК плазмы, 

обедненной везикулами (V) (Рис. 6). Вместе с тем, все рассматриваемые фракции крови 

содержали РНК, длина которых соответствует малым РНК (< 200 н.), а также фрагментам 

РНК в диапазоне от 200 н. и ниже, до предела чувствительности метода флуоресцентной 

детекции, используемого в Agilent Bioanalyzer (Рис. 6).  

В целом, наши результаты и данные литературы [5, 218] позволяют заключить, что 

РНК везикул крови, которыми обогащены фракции III и IV, представлена композицией 

полноразмерных форм клеточных РНК (в том числе и рРНК) и их фрагментов. 
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Рис. 6. Электрофоретические профили РНК фракций крови человека. Анализ 

препаратов суммарной РНК проводили с использованием RNA Pico Chip на Agilent 2100 

Bioanalyzer. На рисунке для каждой фракции крови приведено изображение, отражающее 

типичный для данной фракции профиль РНК. Исследование выполнено в трех 

независимых повторах. I – форменные элементы крови; II – плазма крови; III – везикулы и 

клеточный дебрис, осаждаемые при 16 000 g; IV – везикулы, осаждаемые при 160 000 g (в 

том числе экзосомы); V – супернатант плазмы, обедненный везикулами.  

 

3.4 Анализ РНК фракций крови I-V человека методом 

высокопроизводительного секвенирования 

Для детального анализа РНК клеток крови человека (I), плазмы (II), а также 

фракций плазмы крови (III-V) мы использовали метод высокопроизводительного 

секвенирования, в основе которого лежит технология SOLiD (Sequencing by 

Oligonucleotide Ligation and Detection). Данный метод был выбран нами, поскольку анализ 

профиля внеклеточных РНК крови (РНК фракций II-V) показал, что длина большинства 

таких РНК < 200 н., а секвенирование по технологии SOLiD является одним из наиболее 
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производительных методов для определения структуры коротких форм РНК. При этом 

данный метод позволяет анализировать десятки миллионов последовательностей в 

каждом индивидуальном образце [232]. 

Для того чтобы выявить характеристические формы РНК для каждой фракции 

крови и оценить их вариабельность в норме и при патологии мы использовали образцы 

крови здоровых доноров и пациентов с немелкоклеточным раком легкого. Для 

конструирования кДНК-библиотек по технологии SOLiD мы использовали образцы 

венозной крови трех здоровых доноров – мужчин в возрасте от 45 до 65 лет без 

выявленных онкологических, аутоиммунных заболеваний и без обострений хронических 

воспалительных заболеваний. Кроме того, мы использовали образцы крови 3 пациентов с 

аденокарциномой легкого (АКЛ) со следующими стадиями заболевания: T2aNxM1, 

T2bN3M1, T3N3M0 и образцы венозной крови 4-х пациентов с диагнозом 

плоскоклеточный рак легкого (ПКРЛ) на стадиях T2–3NxM0 в возрасте от 50 до 60 лет.  

Образцы крови здоровых доноров и пациентов с НМРЛ разделяли на фракции как 

описано в разделе 3.1. Препараты форменных элементов крови и препараты плазмы крови 

объединяли в группах доноров, пациентов с АКЛ и пациентов с ПКРЛ. Дальнейшее 

фракционирование плазмы и выделение РНК из фракций проводили с объединенными 

(пулированными) препаратами. Таким образом, нами было получено по три препарата 

РНК для каждой из 5 фракций крови – всего 15 препаратов РНК, которые были 

использованы для конструирования 15 кДНК-библиотек SOLiD. 

Для конструирования кДНК-библиотек SOLiD был использован 

усовершенствованный метод, позволяющий анализировать короткие циркулирующие 

РНК (19-100 н.) с различным расположением концевых фосфатных групп [4]. Полученные 

кДНК-библиотеки амплифицировали в водно-масляной эмульсии на магнитных 

микрочастицах с последующим обогащением на полистироловых микрочастицах и 

иммобилизацией целевых конструкций на стеклянных пластинах. Циклы лигирования и 

детекции с длиной прочтения 50 н. проводили по технологии SOLiD в ЦКП «Геномика» 

СО РАН. 

По результатам секвенирования SOLiD было получено ~ 9 - 32 млн прочтений для 

каждой из 15 кДНК-библиотек. Для классификации выявленных фрагментов РНК 

фракций крови была использована стратегия выравнивания (маппинга), описанная в 

работе [4], с некоторыми модификациями (Рис. 7). 
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Рис. 7. Стратегия выравнивания экспериментальных последовательностей, 

использованная для идентификации фрагментов РНК плазмы крови человека. 

Выравнивание массива данных высокопроизводительного секвенирования SOLiD 

проводили с использованием последовательностей, аннотированных в базах данных: 

мтДНК [233], тРНК [189], повторяющихся элементов генома Repbase [188], human RefSeq 

RNA [190] и генома человека сборки hg19/GRCh37 [191]. 

 

В результате выравнивания было идентифицировано ~ от 3 до 15 миллионов 

экспериментальных последовательностей для каждой кДНК-библиотеки. Фрагменты всех 

основных классов клеточных РНК - митохондриальные транскрипты, мажорные 

клеточные РНК (рРНК, тРНК, мяРНК и мцРНК), фрагменты транскриптов геномных 

повторов человека (LINE, SINE, LTR и др.), фрагменты мРНК и некодирующих РНК 

человека из базы данных RefSeq, а также фрагменты транскриптов генома человека 

GRCh37/hg19, неаннотированных в базе данных РНК человека RefSeq (non-RefSeq) – 

обнаруживались в составе фракций крови I-V (Таблица 3). 



 

6
5

 

 

Таблица 3. Относительная представленность основных классов РНК в препаратах суммарной РНК фракций крови I-V здоровых доноров и 

пациентов с НМРЛ. Данные получены при выравнивании экспериментальных последовательностей, допускающем не более одного 

совпадения в наборе референсных последовательностей.  

Фракции 
I. Форменные 

элементы 
II. Плазма III. 16 000 g осадок IV. 160 000 g осадок 

V. 160 000 g 

супернатант 

образцы крови
(1)

 ЗД ПКРЛ АКЛ ЗД ПКРЛ АКЛ ЗД ПКРЛ АКЛ ЗД ПКРЛ АКЛ ЗД ПКРЛ АКЛ 

Относительное содержание, % 

мтРНК 2,45 5,38 0,72 13,76 8,89 0,33 17,84 12,01 1,01 2,83 1,16 0,12 7,52 0,61 0,09 

рРНК 23,69 18,21 27,63 35,01 18,06 4,36 40,39 19,89 1,81 20,60 25,17 51,27 29,61 12,18 2,20 

тРНК 0,70 0,36 2,74 2,39 0,70 0,21 0,42 0,23 1,05 0,50 0,57 0,52 1,06 0,86 0,53 

Y-РНК 1,83 0,88 1,53 1,48 1,31 0,37 5,01 1,29 4,80 1,31 0,79 0,64 1,62 0,25 3,73 

U1-U17 мяРНК 

и 7SK РНК 
0,52 0,22 0,56 0,20 0,07 0,07 0,06 0,04 0,02 0,17 0,31 0,70 0,18 0,15 0,12 

SINE
(2)

 1,18 0,27 0,79 0,61 0,28 0,16 0,64 0,47 0,08 0,17 0,26 0,14 0,51 0,13 0,06 

LINE
(2)

 0,46 0,23 0,17 0,23 0,35 0,15 0,15 0,28 0,14 0,18 0,32 0,17 0,28 0,51 0,18 

LTR
(2)

 0,09 0,06 0,04 0,06 0,09 0,02 0,04 0,07 0,05 0,03 0,10 0,08 0,07 0,17 0,05 

ДНК-повторы
(2)

 0,04 0,08 0,17 0,03 0,05 0,02 0,02 0,05 0,04 0,08 0,06 0,08 0,05 0,06 0,03 

Другие 

транскрибируемые 

повторы
(3)

 

0,03 0,07 0,03 0,09 0,07 0,02 0,06 0,05 0,03 0,05 0,25 0,13 0,75 3,85 0,03 

мРНК 22,50 30,54 26,08 19,80 34,12 30,24 15,21 29,88 31,28 25,16 33,98 20,11 21,09 35,80 31,36 

нкРНК 22,71 3,55 2,95 2,84 2,92 4,16 1,62 3,27 16,30 2,25 3,13 2,95 3,60 3,19 17,93 

Non-RefSeq РНК
(4)

  23,79 40,14 36,60 23,50 33,10 59,89 18,54 32,47 43,39 46,67 33,89 23,08 33,67 42,23 43,69 

Количество экспериментальных последовательностей
(5)

 

Сумма 
(5)

 8,0E6 2,8E6 4,1E6 6,0E6 4,3E6 3,5E5 5,3E6 5,3E6 1,5E6 3,6E6 4,0E6 4,1E6 6,2E6 3,2E6 2,1E6 
(1)

 Образцы крови здоровых доноров (ЗД), пациентов с плоскоклеточным раком легкого (ПКРЛ) или аденокарциномой легкого 

(АКЛ). 
(2)

 Последовательности, классифицированные как фрагменты семейств SINE-, LINE-, LTR- и ДНК-повторов, аннотированных в 

базе данных GIRI RepBase [188]. К семейству SINE-повторов отнесены также фрагменты 7SL РНК (NR_002715). 
(3)

 Группа включает транскрипты сателлитных повторов, простых повторов и ряда других повторов ДНК, аннотированных в 

GIRI RepBase [188]. 
(4)

 Последовательности, классифицированные как фрагменты транскриптов генома человека (интронов NM/NR записей базы 

данных РНК человека RefSeq и интронов новых днРНК, не аннотированных в базе РНК человека RefSeq).  
(5)

 Общее число экспериментальных последовательностей, классифицированных для каждой кДНК-библиотеки. 
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Для детального анализа данных высокопроизводительного секвенирования РНК 

фракций крови здоровых доноров и пациентов с НМРЛ мы использовали два основных 

подхода. На первом этапе для каждой анализируемой фракции крови (I-V) был проведен 

поиск индивидуальных форм РНК, содержание которых в одной из фракций значительно 

отличается от их содержания в остальных фракциях. В данной работе для обозначения 

таких РНК мы используем словосочетание «характеристические РНК» (Раздел 3.4.1). На 

втором этапе был проведен поиск РНК с дифференциальным и, отдельно, с 

инвариабельным распределением во фракциях крови здоровых доноров и пациентов с 

НМРЛ (Раздел 3.4.2).  

3.4.1 Характеристические РНК фракций крови I-V человека 

Для поиска характеристических РНК фракций крови был проведен попарный 

сравнительный анализ содержания индивидуальных форм РНК во фракциях крови I-V с 

использованием наборов РНК, идентифицированных для здоровых доноров и пациентов с 

НМРЛ, как независимых реплик. В результате для каждой из пяти рассматриваемых 

фракций крови были найдены характеристические РНК, содержание которых в 

рассматриваемой фракции значительно отличалось от фракции сравнения как у здоровых 

доноров, так и у пациентов с НМРЛ (полученные данные приведены в Таблицах А.1 и А.2 

Приложения А).  

Характеристические РНК, выявленные для плазмы крови (II) и ее фракций (III-V), 

обогащенных внеклеточными циркулирующими комплексами, по-видимому, являются 

РНК, селективно загружаемым во внеклеточные комплексы в процессе сборки последних. 

Низкая вариабельность относительного вклада таких РНК в препаратах здоровых доноров 

и пациентов с НМРЛ указывает на то, что выявленные нами характеристические РНК 

могут быть тесно связаны с фундаментальной функцией внеклеточных циркулирующих 

комплексов, которыми обогащены рассматриваемые фракции. Полученные данные в 

дальнейшем могут быть использованы для поиска маркеров фракций крови при 

разработке новых ПЦР тест-систем. 

3.4.1.1 Распределение митохондриальных РНК во фракциях крови  

Плазма крови и частицы плазмы, осаждаемые при 16 000 g, обогащены 

фрагментами мтРНК: ~ 7,7 ± 6,8% и ~ 10,0 ± 8,5%, соответственно (Таблица 3). 

Сравнительный анализ содержания индивидуальных форм мтРНК во фракциях крови 

показал, что осадок частиц, получаемый при усилиях 16 000 g, значительно обогащен 

фрагментами мт-тРНК
Asp

 по сравнению с плазмой крови. При этом по сравнению с 

супернатантом плазмы, обедненным циркулирующими везикулами, осадок плазмы 
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(16 000 g) содержал не только повышенное количество фрагментов мт-тРНК
Asp

, но и 

митохондриальной 16S рРНК (mt-RNR2) (Приложение А, Таблица А.1). 

Известно, что митохондрии осаждаются из лизатов клеток при 7 000 – 8 000 g 

[234], поэтому обогащение осадков плазмы крови (16 000 g) фрагментами 

митохондриальных транскриптов по-видимому связано с присутствием митохондрий во 

фракции, что было установлено нами при анализе осадка плазмы (16 000 g) методом 

просвечивающей электронной микроскопии (Рис. 4 А). 

Недавно было показано, что источником внеклеточных митохондрий в плазме 

крови являются тромбоциты, которые секретируют активные митохондрии в составе 

везикул и в свободной форме [235, 236]. Показано, что внеклеточные митохондрии 

тромбоцитарного происхождения в комплексе с секреторной фосфолипазой A2 IIA 

взаимодействуют с нейтрофилами, активируют последние и тем самым участвуют в 

процессе развития реакции воспаления [236]. Поскольку согласно данным проточной 

цитометрии (раздел 3.2) 69,4 ± 9,0 % частиц, детектируемых в осадке плазмы 16 000 g, 

несут поверхностный маркер тромбоцитов/мегакариоцитов, мы предполагаем, что часть 

выявленных нами частиц являются митохондриями тромбоцитарного происхождения. В 

совокупности наши данные позволяют заключить, что осадки внеклеточных частиц 

плазмы крови (16 000 g) обогащены митохондриальными транскриптами и содержат в 

своем составе не только внеклеточные везикулы крови, но и внеклеточные митохондрии.  

3.4.1.2 Распределение мажорных клеточных РНК и транскрибируемых 

геномных повторов во фракциях крови 

Сравнительный анализ распределения фрагментов мажорных клеточных РНК во 

фракциях крови показал, что общий набор форм РНК фракции плазмы, обедненной 

частицами (V), отличается повышенным вкладом последовательностей c_28S_rRNA – 

фрагментов транскриптов рДНК-повтора, комплементарных последовательности 

28S рРНК (Приложение А, Таблица А.1).  

Вместе с тем, частицы, осаждаемые при 160 000 g (IV), обогащены фрагментами 

28S рРНК и фрагментами транскрипта геномного повтора MER41A (класс ERV1 

семейства LTR повторов) по сравнению с клетками крови (I), плазмой (II) и плазмой, 

обедненной везикулами (V) (Приложение А, Таблица А.1).  

Наибольший интерес вызывает тот факт, что частицы плазмы крови (фракция IV) 

обогащены фрагментами малых ядерных РНК. При этом относительный вклад 

фрагментов U1, U5A/B и U6 мяРНК в общий набор форм РНК был в 2,6 – 3,9 раз выше в 
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осадке плазмы, получаемом при усилиях 160 000 g, по сравнению c цельной плазмой и 

осадком плазмы, получаемом при усилиях 16 000 g (Приложение А, Таблица А.1).  

Анализ распределения экспериментальных последовательностей по референсным 

последовательностям мяРНК показал, что циркулирующие фрагменты U1 мяРНК (но не 

U5A и U6) относятся к 3’-концевым фрагментам этой мяРНК (Рис. 8). 

 

 

Рис. 8. Покрытие референсных последовательностей U1, U5A и U6 мяРНК 

экспериментальными последовательностями циркулирующих РНК, идентифицированных 

в препаратах РНК частиц плазмы (160 000 g) здоровых доноров и пациентов с НМРЛ. 

Визуализацию данных проводили с использованием программного пакета IGV v.2.3 [183].  
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Известно, что некоторые малые некодирующие РНК образуются в результате 

процессинга рРНК, мяРНК, тРНК и мяоРНК. Предполагают, что такие внутриклеточные 

РНК участвуют в регуляции экспрессии генов наряду с микроРНК [237, 238]. Однако, при 

изучении внеклеточных некодирующих РНК основным объектом современных 

исследований являются микроРНК. Предполагают, что именно микроРНК и микроРНК-

подобные формы, секретируемые в составе микровезикул, экзосом и 

рибонуклеопротеиновых комплексов являются медиаторами процессов межклеточной 

коммуникации [59]. Наблюдаемое нами обогащение фракции IV плазмы крови (160 000 g) 

U1, U5A/B и U6 РНК указывает на то, что полноразмерные формы и фрагменты малых 

ядерных РНК, наряду с микроРНК, могут участвовать в процессах межклеточного 

взаимодействия и регулировать экспрессию генов в клетках-реципиентах. 

3.4.1.3 Экзоны мРНК и некодирующих РНК, аннотированные в базе 

данных РНК человека RefSeq 

Сравнительный анализ фракций крови показал, что частицы плазмы, осаждаемые 

при 16 000 g и 160 000 g, значительно обеднены фрагментами малых ядрышковых РНК, 

такими как SNORD110, SNORD65, SNORA31. Так, например, осадок плазмы (160 000 g), 

также как плазма и супернатант плазмы крови (160 000 g), содержат ~ в 4 – 6 раз меньше 

фрагментов SNORD110 в общем наборе форм РНК. Наряду с обеднением по мяоРНК, в 

составе везикул плазмы крови, осаждаемыех при 16 000 g и 160 000 g, отмечено 

обогащение по ряду мРНК и микроРНК (Приложение А, Таблица А.2).  

Наши данные в совокупности позволяют предположить, что не только 

вариабельный набор мРНК и микроРНК, но также малых ядерных РНК и их фрагментов 

секретируется во внеклеточное пространство в составе мембранных комплексов, таких как 

экзосомы и микровезикулы.  

3.4.2 Биоинформационный поиск РНК с дифференциальной и 

инвариабельной экспрессией во фракциях крови I-V здоровых доноров и 

пациентов с НМРЛ 

Онкотрансформированные клетки, также как и нормальные клетки, секретируют 

внеклеточные РНК-содержащие комплексы и используют их в качестве медиаторов для 

поддержания собственного роста и метастазирования [174, 175]. Показано, что 

внеклеточные комплексы раковых клеток присутствуют в физиологических жидкостях 

человека, таких как плазма крови, ликвор, слюна [1], что приводит к изменению профиля 

внеклеточных РНК в последних [239]. Показано также, что развитие НМРЛ 
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сопровождается значительным изменением профиля внеклеточных микроРНК, мяРНК, 

мяоРНК и длинных некодирующих РНК крови [240-244].  

Мы провели сравнение наборов РНК фракций крови здоровых доноров и пациентов 

с ПКРЛ, а также отдельно фракций крови здоровых доноров и пациентов с АКЛ. В 

результате были выявлены формы РНК, имеющие схожее и вариабельное распределение 

во фракциях крови здоровых доноров и онкопациентов. В данной работе для форм РНК с 

близким относительным вкладом в определенной фракции крови мы используем 

обозначение «инвариабельные РНК». Мы предполагаем, что инвариабельные РНК 

внеклеточных комплексов плазмы крови могут участвовать в жизненно-важных процессах 

организма человека, регулируемых локальными и дистантными межклеточными 

взаимодействиями. Списки инвариабельных форм РНК приведены в Приложении А 

(Таблицы А.3-А.10), а списки форм РНК с дифференциальным распределением во 

фракциях крови здоровых доноров и пациентов с НМРЛ приведены в Приложении А 

(Таблицы А.11 и А.12).  

3.4.2.1 Инвариабельные мтРНК и транскрипты геномных повторов 

фракций крови I-V здоровых доноров и пациентов с НМРЛ 

Известно, что митохондриальная ДНК человека кодирует мт-рРНК, мт-тРНК, мт-

мРНК, а также ряд мт-нкРНК (транскрипты D-петли). Из данных Таблицы А.3 

(Приложение А) видно, что наименьшей вариабельностью относительного вклада во всех 

фракциях крови отличаются фрагменты транспортных РНК митохондрий (мт-тРНК). 

Среди 10 наиболее представленных инвариабельных мтРНК плазмы крови также 

выявлены фрагменты мт-рРНК (RNR1) и мт-мРНК (ATP8 и ND1).  

При сравнительном анализе относительного вклада транскриптов геномных 

повторов было установлно, что бóльшая часть форм инвариабельных транскриптов 

кодируется повторами L1-семейства ретротранспозонов (LINE-1) (Приложение А, 

Таблица А.4).  

3.4.2.2 Инвариабельные мРНК фракций крови I-V здоровых доноров и 

пациентов с НМРЛ 

Наборы фрагментов мРНК (записи NM базы данных RefSeq), имеющих близкий 

относительный вклад в общий набор форм РНК индивидуальных фракций крови здоровых 

доноров и пациентов с НМРЛ, значительно отличались между фракциями. Однако 

перекрывающиеся между фракциями крови формы (выделены подчеркиванием в Таблице 

А.6 Приложения А) были выявлены и для класса мРНК. 
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Так, например, фрагменты мРНК гена PRKCH (кодирующего протеин киназу C-eta) 

входят в список 10 наиболее представленных инвариабельных мРНК всех фракций крови, 

кроме осадков плазмы (160 000 g). Вместе с тем фрагменты матричных РНК, кодирующих 

главные комплексы гистосовместимости классов A и E (транскрипты HLA-A и HLA-E) 

встречались в списке 10 инвариабельных форм РНК клеток крови, плазмы и осадков 

плазмы (16 000 g) (Приложение А, Таблица А.6). 

Мы провели анализ генных аннотаций для выявления функциональных групп 

инвариабельных форм РНК фракций крови, используя пакет программ PANTHER [198]. 

Было показано, что форменные элементы крови, плазма и частицы плазмы, осаждаемые 

при 16 000 g и 160 000 g, обогащены фрагментами мРНК, кодирующих гистоны – ядерные 

белки, участвующие в процессе сборки и организации хроматина (выявлены группы 

генных онтологий GO:0031497 и GO:0006325, p-value с коррекцией по 

Бонферрони < 2,2E-05). При этом набор инвариабельных мРНК клеток крови представлен 

фрагментами мРНК, продукты которых участвуют в дифференциации макрофагов 

(PRKCH, ABCG1 и NR1H3, генная онтология GO:0010743, p < 9,67E-03). 

Интересно, что в списке инвариабельных мРНК частиц плазмы крови, осаждаемых 

при 160 000 g, выявлено обогащение мРНК, кодирующих белки рибосомного комплекса, 

участвующие в трансляции, деградации мРНК, транскрибируемых в ядре, а также в 

процессинге рРНК (генные онтологии GO:0006412, GO:0000184, GO:0006364, p < 6,0E-

07). При этом для набора из 133 инвариабельных мРНК, выявленных для супернатанта 

плазмы (160 000 g), мы не обнаружили значимых (p < 0,05) обогащений фрагментами 

мРНК генов, связанных онтологиями (GO groups). 

3.4.2.3 Инвариабельные днРНК фракций крови I-V здоровых доноров и 

пациентов с НМРЛ 

Анализ распределения инвариабельных длинных некодирующих РНК (записи NR в 

базе данных RefSeq, которым соответствуют транскрипты длиной более 200 н.) показал, 

что мембранные частицы плазмы, осаждаемые при 160 000 g, а также супернатант плазмы 

(160 000 g) отличались повышенным содержанием индивидуальных форм 

инвариабельных днРНК – 20 и 13 видов, соответственно (Приложение А, Таблица А.7) по 

сравнению с форменными элементами, плазмой и осадком плазмы (16 000 g). Отсутствие 

перекрывающихся форм в списках инвариабельных днРНК фракций крови IV и V 

указывает на существующие различия в процессах селективной загрузки РНК во 

внеклеточные комплексы, которыми обогащены эти фракции - везикулы и 

рибонуклеопротеиновые комплексы, соответственно. 
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3.4.2.4 Инвариабельные микроРНК фракций крови I-V здоровых 

доноров и пациентов с НМРЛ 

Среди инвариабельных форм микроРНК изоформы MIR103-1/2 были выявлены во 

всех пяти фракциях крови: клетках, плазме и ее субфракциях (Приложение А, Таблица 

А.8). При этом микроРНК MIR16-1/2, 107, 126, 223 и 451 отличались схожим 

распределением в образцах крови здоровых доноров и пациентов с НМРЛ как минимум в 

трех фракциях из пяти (Приложение А, Таблица А.8). Схожий набор микроРНК (MIR451, 

103-1/2, 16-1/2, 223 и 126) входит в топ 20 микроРНК высокопредставленных во фракциях 

крови I-V (данные не иллюстрированы). Полученные данные указывают на то, что среди 

вариабельного набора микроРНК фракций крови есть подгруппа микроРНК, имеющих 

близкий относительный вклад в наборах РНК форменных элементов крови, плазмы и 

фракций плазмы крови.  

Все вышеупомянутые микроРНК были выявлены ранее в работе Чена с соавторами 

как компоненты клеток крови, сыворотки и плазмы здоровых доноров и пациентов с 

НМРЛ (данные получены с использованием технологии секвенирования Solexa). При этом 

присутствие MIR16-1/2, 107, 126, 223 и 451 во фракциях крови человека было 

подтверждено также методом ОТ-ПЦР [245]. Интересно, что MIR16, 103, 126 и 223, 

выявленные нами в составе набора инвариабельных микроРНК, ранее были обнаружены в 

составе микровезикул плазмы крови, переферических мононуклеарных клетках крови и 

тромбоцитах [225]. В тоже время микроРНК MIR16, 126 и 223 входят в список 30 

микроРНК с наибольшим вкладом в пул РНК экзосом и, совместно с MIR451, 

липопротеинов высокой плотности крови здоровых доноров [3]. 

Недавно, по результатам гибридизации на микрочипах и с помощью ОТ-ПЦР в 

режиме реального времени было показано, что микроРНК MIR16, 103, 107, 223 и 451 

являются мажорными микроРНК, секретируемыми тромбоцитами человека в составе 

микрочастиц [235, 246].  

В совокупности с данными литературы наши результаты согласуются с 

выдвинутым ранее предположением [246] о том, что тромбоциты являются основным 

источником мембранных микрочастиц и, как следствие, циркулирующих РНК. Однако, 

наши данные также указывают на то, что не только тромбоциты, но и другие форменные 

элементы крови, в том числе лимфоциты, вносят значительный вклад в разнообразие 

микроРНК в составе плазмы крови и ее субфракций. 
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3.4.2.5 Инвариабельные мяоРНК фракций крови I-V здоровых доноров и 

пациентов с НМРЛ 

Малые ядрышковые бокс H/ACA и бокс C/D РНК – это класс регуляторных 

некодирующих РНК о распределении которых в крови, плазме и ее фракциях, а также об 

их функциях во внеклеточном пространстве в настоящее время имются лишь отрывочные 

данные. 

Список инвариабельных мяоРНК, фрагментами которых были обогащены фракции 

клеток крови и частиц плазмы (160 000 g) здоровых доноров и пациентов с НМРЛ, 

включает 11 и 17 индивидуальных форм, соответственно. При этом во фракциях плазмы, 

мембранных частиц (16 000 g) и супернатанта (160 000 g) выявлено значительно меньшее 

количество инвариабельных форм микроРНК - всего 16 видов суммарно для 

вышеперечисленных фракций (Приложение А. Таблица А.9).  

Фрагменты SNORD84 (NR_003065) были обнаружены среди инвариабельных 

мяоРНК клеток крови, плазмы и частиц плазмы, осаждаемых при 160 000 g. Остальные 

инвариабельные мяРНК были представлены набором неперекрывающихся форм для 

каждой фракции (Приложение А. Таблица А.9).  

Таким образом, наши данные позволяют заключить, что частицы плазмы крови 

здоровых доноров и пациентов с НМРЛ, осаждаемые при 160 000 g, содержат обширный 

набор инвариабельных мяРНК (бокс H/ACA и бокс C/D РНК), непересекающийся с 

набором мяРНК клеток крови. 

3.4.2.6 Инвариабельные фрагменты РНК, неаннотированных в базе 

данных RefSeq (non-RefSeq), фракций крови I-V здоровых доноров и 

пациентов с НМРЛ 

В настоящее время известно, что бóльшая часть геномной ДНК человека участвует 

в процессе транскрипции [247], при этом в составе РНК клеток человека кроме 

канонических транскриптов, таких как рРНК, тРНК, мРНК, мяРНК, мяоРНК, мцРНК, 

содержатся длинные некодирующие РНК. Единой системы номенклатуры и 

классификации днРНК до сих пор не выработано. Вместе с тем выделяют несколько 

основных групп длинных транскриптов (n > 200 н.), отличающихся расположением 

кодирующих их последовательностей по отношению к белок-кодирующим генам. 

Различают так называемые межгенные днРНК, интронные днРНК, антисмысловые 

днРНК, энхансер-/промотор-ассоциированные днРНК, кольцевые днРНК и другие [248].  

Работы, посвященные анализу структуры и функций днРНК, являются одним из 

наиболее востребованных направлений современных молекулярно-биологических и 
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генетических исследований. Показано, что днРНК присутствуют не только в клетках, но и 

во внеклеточном пространстве. В данной работе для каждой исследуемой фракции крови 

мы провели поиск инвариабельных фрагментов днРНК, среди идентифицированных 

фрагментов non-RefSeq РНК (Приложение А. Таблица А.10). 

Установлено, что инвариабельная РНК плазмы, кодируемая локусом chr3:857189-

857263, представляет собой фрагмент интрона длинной межгенной некодирующей РНК 

1266 (LINC01266). Фрагменты инвариабельного транскрипта частиц плазмы (16 000 g), 

кодируемого в chr9:131641128-131641163, относятся к интрону пре-мРНК гена KYAT1 

(kynurenine aminotransferase 1). Фрагменты инвариабельной РНК частиц плазмы 

(160 000 g) кодируемые локусом chr13:29401239-29401304, для которого нет генетических 

аннотаций в базах данных UCSC Genes, RefSeq Genes и ENCODE/GENCODE 

(Приложение А. Таблица А.10).  

В совокупности данные Таблицы А.10 (Приложение А) позволяют заключить, что 

фракции крови человека содержат уникальный для фракции набор фрагментов днРНК, не 

аннотированных в базе human RefSeq RNA. В наборах фрагментов днРНК встречаются 

транскрипты интронов известных мРНК, а также новые, не описанные ранее, транскрипты 

человека. Уникальность набора non-RefSeq РНК фракций крови, обогащенных 

микровезикулами и экзосомами, указывает на функционирование процессов селективной 

загрузки днРНК во внеклеточные везикулы. 

3.4.2.7 Дифференциально распределенные фрагменты РНК фракций 

крови I-V здоровых доноров и пациентов с НМРЛ 

Для выявления транскриптов, содержание которых во фракциях крови здоровых 

доноров достоверно отличается от содержания во фракциях крови пациентов с НМРЛ, мы 

провели две серии попарных сравнений фракций крови здоровых доноров и пациентов с 

плоскоклеточным раком легкого, а также здоровых доноров и пациентов с 

аденокарциномой легкого с помощью пакета программ Cuffdiff (Таблицы А.11 и А.12). 

Оба набора дифференциально распределенных транскриптов, выявленных для 

фракций крови пациентов с ПКРЛ (Таблица А.11) и пациентов с АКЛ (Таблица А.12) 

были представлены фрагментами транскриптов митохондриальных генов, 

транскрибируемых геномных повторов, фрагментами vault-РНК, мРНК, днРНК, 

микроРНК и мяоРНК.  

Группы индивидуальных транскриптов с дифференциальным распределением во 

фракциях крови пациентов с ПКРЛ и АКЛ по сравнению со здоровыми донорами, 
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значительно отличаются между собой. При этом наибольшее количество различий было 

выявлено для фрагментов мРНК, микроРНК и мяоРНК (Таблица А.11 и А.12).  

Установлено, что наборы дифференциально экспрессированных форм РНК 

фракций крови пациентов с ПКРЛ представлены в основном индивидуальными формами 

микроРНК и мРНК. Так, например, для осадка плазмы крови (16 000 g) пациентов с АКЛ 

было выявлено 367 дифференциально экспрессированных РНК, из них 313 являлись 

фрагментами мРНК и микроРНК (Таблица А.11). 

Среди 63/74 дифференциально экспрессированных форм РНК плазмы/супернатанта 

плазмы крови (160 000 g) пациентов с АКЛ было выявлено большое количество 

индивидуальных форм малых ядрышковых РНК (26 и 37, соответственно) (Таблица А.12). 

Известно, что изменения в составе циркулирующих микроРНК крови 

онкологических пациентов связаны с развитием злокачественного новообразования [240, 

241], поэтому микроРНК плзамы крови рассматривают как основной объект для 

разработки тест-систем малоинвазивной диагностики онкологических заболеваний. 

Однако наши данные указывают на то, что не только состав микроРНК, но также и состав 

фрагментов малых ядрышковых РНК и матричных РНК плазмы крови существенно 

изменен в крови онко-пациентов. Таким образом, можно заключить, что не только 

микроРНК, но и циркулирующие мяоРНК и мРНК являются перспективными объектами 

для усовершенствования подходов диагностики онкологических заболеваний человека. 

3.5 Кольцевые РНК фракций крови I-V человека 

Кольцевые РНК (кцРНК) - новый класс некодирующих РНК с замкнутой 

структурой рибозофосфатного остова, содержащих внутримолекулярную 5'-3'-

фосфодиэфирную связь между первым и последним нуклеотидами транскрипта.  

В настоящее время функции кольцевых РНК установлены лишь частично. 

Известно, что кольцевые РНК, состоящие из экзонов пре-мРНК, как правило, 

экспортируются из ядра в цитоплазму [167]. При этом цитоплазматические кцРНК, 

содержащие белок-кодирующие экзоны, не входят в состав полисом и не транслируются 

[162, 167. Зрелые кцРНК, сохраняющие в своей структуре интроны пре-мРНК (EIciRNA), 

локализуются преимущественно в ядрах клеток [197, 249]. Предполагают, что ядерные 

кольцевые РНК участвуют в регуляции экспрессии генов на уровне транскрипции, и при 

этом они могут активировать транскрипцию в дистантно расположенных геномных 

локусах [162, 250]. Недавно было установлено, что некоторые кольцевые РНК содержат 

множественные участки связывания микроРНК и конкурируют с мишенями РНК-

интерференции за микроРНК [162, 163]. Кроме того, показано, что кцРНК конкурируют с 
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линейными пре-мРНК и мРНК за связывание с белками – транскрипционными факторами 

и факторами сплайсинга [167, 197].  

Таким образом, кольцевые РНК рассматривают как одну из форм конкурентных 

эндогенных РНК (competitive endogenous RNAs, ceRNAs), к которым также относятся 

линейные длинные некодирующие РНК [251, 252].  

Известно, что кольцевые РНК присутствуют как в клетках, так и во внеклеточном 

пространстве – слюне [253], плазме и сыворотке крови человека [254, 255]. С другой 

стороны, известно, что внеклеточные РНК (мРНК, микроРНК и др.) секретируются 

клетками в составе мембранных микро- и наночастиц, в том числе, микровезикул и 

экзосом [1]. Установлено также, что РНК присутствуют в составе внеклеточных 

рибонуклеопротеидов, не связанных с циркулирующими мембранными микро- и 

нановезикулами [129]. 

Учитывая данные о том, что интернализованные полноразмерные внеклеточные 

микроРНК и мРНК модулируют экспрессию генов [1, 256], можно предположить, что и 

внеклеточные кольцевые РНК могут отвечать за передачу регуляторных сигналов от 

клеток-доноров к клеткам-реципиентам. При этом, в отличие от мРНК, замкнутая 

структура кцРНК обеспечивает им бóльшую стабильность во внеклеточном пространстве. 

Поэтому на следующем этапе работы мы провели поиск кольцевых форм РНК во 

фракциях крови человека. 

3.5.1 Поиск индикаторных последовательностей кольцевых 

транскриптов в массиве данных высокопроизводительного 

секвенирования РНК форменных элементов, плазмы и субфракций 

плазмы крови человека 

Массив экспериментальных данных высокопроизводительного секвенирования 

РНК крови здоровых доноров и пациентов с немелкоклеточным раком легкого (НМРЛ) 

сравнивали с набором референсных последовательностей, составленным из индикаторных 

соединений экзонов – продуктов обратного сплайсинга пре-мРНК и пре-днРНК (Рис. 2). 

Набор референсных последовательностей включал все соединения 5’-конца N-ого экзона 

с 3’-концом этого же и следующих за ним экзонов, для каждого экзона и каждого 

транскрипта из базы РНК человека RefSeq RNA (NCBI). При этом индикаторная 

референсная последовательность содержала по 25 н. от 5’- и 3’-концов экзонов, 

участвующих в образовании неканонической связи «голова к хвосту» при обратном 

сплайсинге, как это показано на Рис. 2. 
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В результате выравнивания экспериментальных последовательностей полученных 

кДНК-библиотек РНК фракций крови здоровых доноров и онкопациентов было выявлено 

1134 уникальных соединения экзонов – продуктов обратного сплайсинга пре-мРНК 

(Таблица 4).  

 

Таблица 4. Количество индикаторных соединений экзонов кольцевых РНК, 

характерных для обратного сплайсинга, выявленных высокоэффективным 

секвенированием РНК форменных элементов, плазмы и субфракций плазмы крови 

человека 

Уникальные соединения экзонов обратного сплайсинга – 1134 

(всего 2334 экспериментальных последовательности
(1)

) 

Покрытие
(2)

 ≤ 3 – 981 Покрытие
(2)

 > 3 – 153 

Повторы – 65 Без повторов
(3)

 – 88 

Известные
(4)

 – 80 Новые
(5)

 – 8 
(1)

 Суммарное количество экспериментальных последовательностей, совпадающих 

с референсными соединениями экзонов - продуктами обратного сплайсинга. 

(2)
 Покрытие референсных соединений экзонов экспериментальными 

последовательностями. 

(3)
 Не содержащие последовательностей простых моно- и динуклеотидных 

повторов типа Un или (AG)n. 

(4)
 Идентифицированные ранее [166, 250, 257-259], а также 

(5)
 новые, выявленные в 

данной работе, индикаторные соединения экзонов, не аннотированные в базе данных 

circbase.org [260]. 

 

153 индикаторных соединения экзонов совпадало с 4-мя и более 

экспериментальными последовательностями, а 88 из этих 153 соединений экзонов не 

содержали простых геномных повторов и были отнесены нами к наиболее достоверным 

индикаторам кольцевых РНК крови человека (Таблица 5). 
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Таблица 5. Кольцевые РНК, выявленные высокоэффективным секвенированием 

суммарных РНК форменных элементов, плазмы и субфракций плазмы крови человека. 

Подчеркнуты ID кцРНК, выбранных для анализа методом ОТ-ПЦР 

NM/NR
(1)

 ID E1
(2)

 E2
(2)

 N
(3)

 S
(4)

 Chr
(5)

 

Известные кцРНК (Top 20) 

NM_139121 YY1AP1
(6) 

5 3 56 - chr1:155646339-155649303 

NM_018107 RBM23 3 2 54 - chr14:23378692-23380612 

NM_139121 YY1AP1 6 3 48 - chr1:155644801-155649303 

NM_015313 ARHGEF12 3 2 42 + chr11:120276827-120278532 

NM_080841 PTPRA 5 4 36 + chr20:2944918-2945848 

NM_213649 SFXN4 5 3 35 - chr10:120920427-120921926 

NM_001142680 ANO6 13 11 28 + chr12:45771836-45784281 

NM_006540 NCOA2 4 3 25 - chr8:71126138-71128999 

NM_177969 PPM1B 4 2 24 + chr2:44436349-44445676 

NM_019001 XRN1 2 2 22 - chr3:142151503-142151735 

NR_003610 PDXDC2P 3 2 22 - chr16:70076254-70076906 

NM_015646 RAP1B 4 3 22 + chr12:69044180-69045831 

NM_017724 LRRFIP2 4 3 21 - chr3:37170554-37190529 

NM_014325 CORO1C 8 7 19 - chr12:109046048-109048186 

NM_012290 TLK1 12 11 18 - chr2:171884849-171902872 

NR_036627 RBM5 13 12 18 + chr3:50145503-50145737 

NM_014615 GSE1 2 2 18 + chr16:85667520-85667738 

NM_014393 STAU2 5 4 16 - chr8:74585342-74601048 

NR_036535 MATR3 11 8 16 + chr5:138652742-138655190 

NM_033255 EPSTI1 6 2 14 - chr13:43528084-43544806 

… известные кцРНК, выбранные для верификации  

NM_003489 NRIP1 3 2 12 - chr21:16386665-16415895 

NM_004781 VAMP3 4 3 11 + chr1:7837220-7838229 

NM_001754 RUNX1 7 6 9 - chr21:36206707-36231875 

NM_015477 SIN3A 6 5 9 - chr15:75703833-75705386 

NM_012082 ZFPM2 3 2 5 + chr8:106431372-106456609 

NM_001379 DNMT1 7 5 4 - chr19:10284547-10288043 

NM_007166 PICALM 12 9 4 - chr11:85707869-85714494 

Новые
(7)

 

NM_018051 WDR60 5 3 7 + chr7:158663833-158672680 

NM_005548 KARS 7 3 4 - chr16:75668071-75674247 

NM_172373 ELF1 7 6 4 - chr13:41517088-41518061 

NM_014393 STAU2 10 5 4 - chr8:74507401-74585477 

NM_025267 PTGES3L-

AARSD1 

6 5 4 
- 

chr17:41122306-41123713 

NM_203364 CAPRIN1 9 8 4 + chr11:34104372-34104588 

NR_033798 CAST 7 3 4 + chr5:96083049-96090445 

NM_015569 DNM3 16 14 4 + chr1:172100315-172277979 

(1) NM/NR идентификатор линейного транскрипта в базе данных Nucleotide 

NCBI. 

(2) Номера экзонов c 5’-и 3’-концов индикаторного соединения обратного 

сплайсинга. 

(3) Количество экспериментальных последовательностей, совпадающих с 

референсным индикаторным соединением экзонов. 

(4) Ориентация транскрипта в хромосоме. 

(5) Геномные координаты 5’-конца акцепторного экзона и 3’-конца донорного 

экзона обратного сплайсинга (GRCh37/hg19). 

(6) Работы, в которых ранее были выявлены соответствующие кольцевые РНК. 

(6) Подчеркиванием выделены кцРНК распределение которых во фракциях крови 

было проанализировано методом ОТ-ПЦР. 

(7) Выявленные в данной работе индикаторные соединения донорных и 

акцепторных сайтов обратного сплайсинга кольцевых РНК, не аннотированные в базе 

данных circbase.org [260]. 
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Сравнение полученных результатов с данными литературы показало, что 80 из 88 

достоверных индикаторных соединений экзонов аннотированы в базе данных circBase 

[260], а 8 соединений экзонов представляют собой фрагменты новых, не аннотированных 

ранее, кольцевых РНК человека (Таблица 5). 

Необходимо отметить, что мы не проводили обогащения препаратов суммарной 

РНК кольцевыми формами путем гидролиза линейных РНК экзонуклеазой R. Поэтому, 

выявление индикаторного соединения экзонов обратного сплайсинга в индивидуальной 

кДНК-библиотеке зачастую представляет собой единичное событие, а в ряде 

индивидуальных кДНК-библиотек не выявлено ни одного индикаторного соединения. 

В связи с этим в данной работе мы составили общее, кумулятивное описание 

данных о выявленных индикаторных соединениях экзонов кцРНК крови человека, без 

количественного сопоставления вклада в отдельных фракциях крови или для групп 

здоровых доноров и онкопациентов (Таблицы 4 и 5). При этом наше описание кцРНК 

крови человека построено с использованием препаратов крови не только здоровых 

доноров, но и пациентов с немелкоклеточным раком легкого, и, таким образом, дополняет 

опубликованные ранее данные о многообразии изоформ кцРНК человека [261-263].  

3.5.2 Анализ функций кцРНК крови человека in silico 

Для ряда кцРНК показано участие в регуляции экспрессии генов засчет 

взаимодействия с малыми РНК и белками, модулирующими транскрипцию или 

трансляцию генов того же геномного локуса, который кодирует эти кцРНК [163, 250, 264]. 

Поэтому процессы в которых участвуют белки – продукты данного гена, потенциально, 

регулируются и продуктами обратного сплайсинга пре-мРНК – кольцевыми РНК этого же 

гена.  

Для того чтобы описать многообразие биологических процессов, регуляция 

которых может быть связана с кцРНК, мы провели анализ генных онтологий (GO-

аннотаций) для выявленного набора из 88 генов, кодирующих кцРНК крови человека.  

Из данных Таблицы 6 видно, что гены кольцевых РНК крови человека кодируют 

как ядерные, так и цитоплазматические белки. Набор обогащен (p < 0,05) генами 

транскрипционных регуляторов и кофакторов (SIN3A, ZMYND8, NCOA2 и др.), а также 

генами, продукты которых участвуют в процессах котранскрипционной и 

посттранскрипционной модификации белков (категория генных онтологий GO:0006464). 

Кроме того, в наборе достоверно (p < 0,05) повышен вклад генов, кодирующих белки 

мембранных везикул и регуляторов мембранного транспорта – CLTA, SEC31A, VAMP3 и 

др. (Таблица 6). 
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Таблица 6. Генные онтологии (Gene Ontology) мРНК-гомологов кольцевых РНК 

форменных элементов и субфракций плазмы крови человека по результатам анализа 

PANTHER V.10 [198] 

GO-аннотации 

Parent (GO:ID) 

Child (GO:ID) 

Коли-

чество 

генов 

P
(1)

 Идентификаторы 

PANTHER GO-Slim Molecular Function 

Transcription cofactor 

activity (0003712) 

Protein binding 

transcription factor activity 

(0000988) 

6 
2,55E-

02 

SIN3A, LRRFIP2, ZMYND8, NCOA2, YY1AP1, URI1 

PANTHER GO-Slim Biological Process 

Cellular protein 

modification process 
(0006464) 

Primary metabolic process 

(0044238) 

42 
4,69E-

02 

CAST, HNRNPC, WDR60, PIK3CB, RUNX1, SELL, 

ORC4, POMT1, NFATC1, SIN3A, MAP3K5, ALG8, 

LRRFIP2, ELF1, TLK1, NFATC3, PDXDC2P, UXS1, 

PTPRA, PPM1B, GTF2I, ZFPM2, ZMYND8, TNPO3, 

NCOA2, ATAD2, RNF216, HECTD1, YY1AP1, URI1, 

RBM5, UBE2D2, PDLIM5, MKNK1, ASPH, MARK3, 

PTPN12, PAIP2, CDC14B, CSNK1G3, SOX6, KARS 

PANTHER GO-Slim Cellular Component 

Vesicle coat (0030120) 

Macromolecular complex 

(0032991) 

11 
1,90E-

02 

HNRNPC, WDR60, PIK3CB, ORC4, SIN3A, CLTA, 

SEC31A, VAMP3, URI1, PICALM, DNM3 

GO cellular component complete 

Nucleus (0005634) 
45 

1,67E-

02 
--

(2)
 

Cytoplasm (0005737) 
59 

2,86E-

02 
--

(2)
 

(1)
 Значение p с коррекцией по Бонферрони. 

(2)
 Списки идентификаторов для больших групп генов (>45) не приведены. 

 

В целом эти данные позволяют заключить, что кольцевые РНК форменных 

элементов и плазмы крови человека могут участвовать в регуляции процессов синтеза 

РНК в ядре, в процессах модификации белков, а также в процессах сборки везикулярных 

мембран и регуляции мембранного транспорта. 

3.5.3 Анализ распределения кцРНК во фракциях крови здоровых 

доноров методом ОТ-ПЦР в режиме реального времени 

Для того чтобы подтвердить данные высокоэффективного секвенирования 

(Таблица 5) независимым методом мы провели анализ содержания 12 выбранных ранее 

форм кцРНК в форменных элементах и в субфракциях плазмы крови здоровых доноров с 

помощью ОТ-ПЦР. В данной части работы для получения фракций крови, обогащенных 

мембранными везикулами, мы использовали сорбент для выделения экзосом - ExoRNeasy 

(Qiagen, Германия) (Рис. 9 А).  
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Рис. 9. А. Схема получения фракций крови. Б. Схема подбора праймеров для 

выявления кольцевой формы РНК; circF и circR – прямой и обратный праймеры, 

позволяющие идентифицировать circRNA; EN, N+1 – экзоны. В. Схема подбора праймеров 

для выявления линейной формы мРНК; mF и mR – прямой и обратный праймеры, 

позволяющие идентифицировать мРНК; ENi – экзоны. 

 

Для 12 кцРНК крови человека (Таблица 5, выделены подчеркиванием) были 

подобраны пары праймеров, позволяющие проводить обратную транскрипцию РНК и 

ПЦР так, чтобы в амплификации участвовали только кДНК кольцевых РНК, но не их 

линейных гомологов (Рис. 9 Б). Из 12 выбранных кцРНК (таблица 5) 3 формы: 

ARHGEF12, NRIP1 и DNMT1 не были выявлены ни в одной из анализируемых фракций 

крови здоровых доноров.  

Для 9 кцРНК было установлено, что относительный вклад таких транскриптов во 

фракциях крови человека значительно (p < 0,05) различается от фракции к фракции. При 

этом наибольшее относительное содержание кольцевых РНК (кроме VAMP3) выявлено в 

составе частиц крови, осаждающихся при 16 000 g. Ни один из выбранных для анализа 

полноразмерных кольцевых транскриптов не был выявлен во фракциях плазмы крови, 

обеденных мембранными везикулами (элюат с сорбента exoRNeasy) (Рис. 10). 
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Рис. 10. Анализ содержания кольцевых РНК во фракциях крови методом ОТ-ПЦР. 

Относительное содержание кольцевых РНК в составе форменных элементов, частиц 

плазмы крови, осаждаемых при 16 000 g, а также в составе частиц плазмы крови, 

связывающихся с сорбентом exoRNeasy, и плазмы, обедненной по мембранным 

везикулам. X – целевой ПЦР-продукт не детектирован. 

 

Ранее Ли с соавт. было показано, что содержание ряда кольцевых РНК в экзосомах, 

секретируемых онкотрансформированными клетками печени линии MHCC-LM3, 

повышено по сравнению с содержанием таких транскриптов в клетках-продуцентах. 

Кроме того, было установлено, что кольцевые РНК сыворотки крови здоровых доноров 

детектируются преимущественно во фракциях экзосом [261]. 

Наши результаты и данные литературы позволяют заключить, что полноразмерные 

кольцевые РНК надежно и воспроизводимо детектируются в крови человека в составе 

форменных элементов, плазмы и ее фракциях, обогащенных везикулами. При этом 

содержание полноразмерных кольцевых транскриптов во фракции плазмы крови, 

обедненной везикулами, ниже предела чувствительности метода ОТ-ПЦР. Таким образом, 

показано, что внеклеточные кцРНК циркулируют в крови преимущественно в составе 

мембранных комплексов, таких как экзосомы и микровезикулы.  
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3.5.4 Анализ относительного распределения кольцевых форм РНК и их 

линейных мРНК-гомологов во фракциях крови здоровых доноров 

методом ОТ-ПЦР в режиме реального времени 

Для того чтобы сравнить представленность кольцевых транскриптов и их 

линейных мРНК-гомологов мы подобрали пары праймеров, которые позволяют проводить 

обратную транскрипцию и амплификацию кДНК тех же экзонов мРНК, что образуют 

кольцевые транскрипты (Рис. 9 В). 

Для всех проанализированных генов, кроме ARHGEF12, установлено, что 

содержание кольцевых форм РНК сравнимо или превышает содержание линейных мРНК-

продуктов в форменных элементах, во фракциях везикул (16 000 g) и в препаратах 

экзосом крови, взаимодействующих с сорбентом exoRNAeasy (Рис. 11).  

 

Рис. 11. Анализ относительного содержания кольцевых и линейных транскриптов 

генов YY1AP1, RBM23, ARHGEF12, PTPRA во фракциях крови методом ОТ-ПЦР. 

Относительное содержание продуктов генов YY1AP1, RBM23, ARHGEF12, PTPRA - 

кольцевых РНК и их линейных мРНК-гомологов - во фракциях крови: I – форменные 

элементы; III – мембранные частицы плазмы крови, осаждаемые при 16 000 g; IV – 

мембранные частицы плазмы крови, связывающиеся с сорбентом exoRNeasy. X – целевой 

ПЦР-продукт не детектирован. ***, **, * - pSt ≤ 0,001, 0,01, 0,05, соответственно. 

 

Повышенное содержание кольцевых транскриптов по сравнению с их линейными 

мРНК-гомологами уже было показано ранее для продуктов целого ряда генов и для 

различных линий клеток млекопитающих, а также для образцов цельной крови человека 

[166, 263]. В совокупности с данными литературы наши данные подтверждают 

предположение о том, что кольцевые РНК могут проявлять свойства конкурентных 

эндогенных РНК в клетках человека. 
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3.5.5 Анализ экспрессии кольцевых РНК крови в культивируемых 

клетках человека методом ОТ-ПЦР 

Ранее в работе Salzman с соавт. [166] показано, что экспрессия кцРНК является 

консервативным процессом, специфичным для клеточной линии. Поэтому мы 

дополнительно провели качественный анализ экспрессии выявленных кольцевых РНК 

крови в трех линиях культивируемых клеток человека: аденокарциномы молочной железы 

– MCF-7 и MDA-MB-231, а также в клетках аденокарциномы легкого A549.  

Было установлено, что каждая из 12 выбранных кцРНК крови человека достоверно 

детектируется по крайней мере в одной из трех линий культивируемых клеток человека 

(таблица 7). Сравнение полученных результатов с данными литературы показало, что 

кольцевые РНК – продукты генов YY1AP1, VAMP3, ZFPM2 и DNMT1, достоверно 

детектируются в препаратах РНК клеток MCF-7 или A549, однако в работе Salzman c 

соавт. [166] экспрессия этих кцРНК в соответствующей линии клеток не выявлена 

(Таблица 7). 

 

Таблица 7. Содержание кольцевых РНК в культивируемых клетках человека: 

аденокарциномы молочной железы MCF-7; MDA-MB-231 и аденокарциномы легкого 

A549 

ID Chr
(1)

 

ОТ-ПЦР [167] 

MCF-7 
MDA-

MB-231 
A549 MCF-7 A549 

YY1AP1 chr21:16386665-16415895 + + + - - 

RBM23 chr1:7837220-7838229 + + + - + 

YY1AP1 chr21:36206707-36231875 + + + - - 

ARHGEF12 chr15:75703833-75705386 + + + - + 

PTPRA chr8:106431372-106456609 + + + - + 

NRIP1 chr19:10284547-10288043 + + + + + 

VAMP3 chr11:85707869-85714494 + + + - - 

RUNX1 chr21:16386665-16415895 + + + + + 

SIN3A chr1:7837220-7838229 - - + - + 

ZFPM2 chr21:36206707-36231875 - + + - - 

DNMT1 chr15:75703833-75705386 + - + - - 

PICALM chr8:106431372-106456609 + + + - + 
(1)

 Геномные координаты 5’-конца акцепторного экзона и 3’-конца донорного 

экзона обратного сплайсинга (GRCh37/hg19). 

 

Таким образом, данные позволяют заключить, что кольцевые РНК, выявленные в 

составе РНК форменных элементов, плазмы или субфракций плазмы крови человека, 
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экспрессируются не только в клетках, участвующих в процессах гемопоэза, но и в клетках 

другого тканевого происхождения – эпителиоцитах молочной железы MDA-MB-231, 

MCF-7, а также и в эпителиоцитах легкого A549. 

Кроме того, сопоставление наших результатов с данными литературы [166, 263] 

позволяет заключить, что экспрессия кцРНК существенно различается между линиями 

клеток, а также между лабораторными штаммами клеток одной линии (таблица 7).  

Обнаруженные качественные различия в данных о детекции кцРНК в препаратах 

суммарной РНК культивируемых клеток человека указывают на то, что экспрессия 

отдельных кцРНК представляет собой динамичный и вариабельный процесс, который 

может модулироваться условиями культивирования клеток, меняться на различных 

стадиях роста культуры или при пассировании и культивировании клеток. Вместе с тем, 

процессинг пре-мРНК/днРНК до конкретных изоформ кцРНК (с сохранением этих 

изоформ из всего возможного многообразия изоформ кцРНК для данного пре-мРНК-

транскрипта) в клетках разного происхождения позволяет говорить о фундаментальной 

роли таких кцРНК в регуляции клеточных процессов, по крайней мере, в качестве 

медиаторов регуляторных каскадов. 

3.6 Оценка возможности использования нуклеофозмина 1 в качестве 

транспортера синтетических аналогов внеклеточных РНК в клетки 

человека 

Нуклеофозмин 1 (NPM1/B23/нуматрин) – многофункциональный ядрышковый 

фосфопротеин, имеющий сложное мультидоменное строение (Рис. 12). 

 

 

Рис. 12. Строение нуклеофозмина 1 человека (в соответствии с [265]). A1-A3 - 

домены, обогащенные остатками аспарагиновой и глутаминовой кислот; NES - сигнал 

экспорта из ядра (nuclear export signal); NLS - сигнал локализации в ядре (nuclear 

localization signal); NoLS - сигнал ядрышковой локализации (nucleolar localization signal); 

Met – регион, богатый остатками метионина. 

 

Недавно Wang с соавт. показали, что нуклеофозмин 1 присутствует в неэкзосомной 

фракции среды, конденсированной клетками первичной культуры фибробластов легкого и 

клетками гепатокарциномы HepG2, культивированными в условиях сывороточного 
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голодания [6]. Было показано также, что miR-122 в комплексе с NPM1 проявляла 

повышенную устойчивость к гидролизу РНКазой А in vitro [6]. Эти данные позволили 

предположить, что белок нуклеофозмин 1 является компонентом внеклеточных 

циркулирующих рибонуклеопротеиновых комплексов и непосредственно участвует в 

упаковке и экспорте микроРНК клетками млекопитающих. При этом нерешенным 

оставался вопрос об участии нуклеофозмина 1 в процессах захвата и интернализации 

внеклеточных РНК клетками-реципиентами. 

В данной работе нами был получен и охарактеризован рекомбинантный аналог 

нуклеофозмина 1 (NPM1-His6). Проведены анализ взаимодействия генно-инженерного 

аналога нуклеофозмина 1 с синтетическими некодирующими РНК in vitro и оценка 

влияния нуклеофозмина 1 на эффективность накопления внеклеточных нуклеиновых 

кислот в клетках аденкарциномы молочной железы MCF-7.  

3.6.1 Создание штамма-продуцента рекомбинантного аналога 

нуклеофозмина 1 

Ген NPM1 (Chr 5 q35) кодирует три изоформы нуклеофозмина: B23.1 (NP_002511), 

B23.2 (NP_954654) и B23.3 (NP_001032827). В данной работе был получен 

рекомбинантный аналог изоформы B23.1, экспрессируемой большинством клеток органов 

и тканей человека [265]. Изоформа B23.1 состоит из 294 аминокислот, формирующих 

полный набор доменов NPM1 (Рис. 12).  

Фрагмент ДНК, кодирующий изоформу B23.1, получали методом ОТ-ПЦР с 

использованием в качестве матрицы суммарной РНК клеток аденокарциномы молочной 

железы человека MCF-7. Для подбора праймеров использовали последовательность NPM1 

из базы данных GeneBank (NM_002520.6) [266]. В праймеры были введены участки 

узнавания рестриктазами EcoRI и BamHI, по которым полученный ген встраивали в 

линеаризованный вектор pET23a под контроль Т7 промотора. Конструирование, анализ и 

отбор генетических конструкций проводили с помощью штамма E. coli Top10. 

Нуклеотидную последовательность вставки в плазмиду pET23a подтверждали методом 

секвенирования ДНК по Сэнгеру [267]. В качестве штамма-носителя для полученного 

экспрессирующего вектора pET23a_NPM1 использовали E. coli BL21 (DE3). В результате 

был создан продуцент E. coli BL21 (DE3)/pET23a_NPM1, при индукции которого 

нарабатывается рекомбинантный аналог белка нуклеофозмин 1, содержащий 

последовательность His6 на C-конце (NPM1-His6). 
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3.6.2 Выделение и характеризация рекомбинантного аналога NPM1-His6 

При подборе условий культивирования штаммов-продуцентов было установлено, 

что наибольшего выхода целевого белка (~ 18 мг с 1 литра культуры клеток E. coli) 

удается достичь с использованием метода автоиндукции [268]. 

При индукции биосинтеза рекомбинантного аналога NPM1-His6 в клетках штамма 

E. coli BL21 (DE3)/pET23a_NPM1 целевой белок нарабатывался преимущественно в 

растворимой форме. Очистку целевого белка NPM1-His6 из супернатанта лизата клеток 

проводили ступенчатой металл-хелатной хроматографией на Ni-NTA сефарозе. NPM1-

His6 элюировали с сорбента, повышая концентрацию имидалоза в буфере до 250 мМ 

(Рис. 13 А, фракция III).  

 

 

Рис. 13. А. Выделение рекомбинантного аналога NPM1-His6 аффинной 

хроматографией на Ni-NTA-сефарозе из лизата клеток продуцентов E. coli. Фракции 

белков: I – не взаимодействующих с сорбентом; II – элюируемых буфером, содержащим 

50 мМ имидазола; III – элюируемых буфером, содержащим 250 мМ имидазола. Б. Анализ 

белковых препаратов рекомбинантного аналога NPM1-His6 денатурирующим 

электрофорезом в 13% ПААГ. Дорожки: 1 – маркеры молекулярной массы белков; 2 – 

белки лизата клеток E. coli BL21 (DE3), трансформированных вектором pET23a_NPM1; 3 

– препарат рекомбинантного NPM1-His6. Положение в геле рекомбинантного NPM1 

показано стрелкой. В. Анализ белкового препарата NPM1-His6 денатурирующим 

электрофорезом в 13% ПААГ в отсутствие 2-меркаптоэтанола. Дорожки: 1 – маркеры 

молекулярной массы белков; 2 – препарат рекомбинантного NPM1-His6, положение в геле 

мономера и мультимера NPM1-His6 показаны стрелками. Белки окрашены кумасси G-250. 

 

Электрофоретическая чистота полученных белковых препаратов NPM1-His6 

составляла ~ 92%. Из данных Рис. 13 Б видно, что препараты NPM1-His6 содержали один 



88 

полипептид с электрофоретической подвижностью, соответствующей белку с 

молекулярной массой ~ 40 ± 2 кДа. Структура полученного рекомбинантного аналога 

нуклеофозмина 1 - NPM1-His6 - была подтверждена методом MALDI-TOF масс-

спектрометрии продуктов его трипсинолиза. 

Показано, что в невосстанавливающих условиях (в отсутствие β-меркаптоэтанола) 

рекомбинантный аналог NPM1-His6 представлен мономерной и мультимерной формами 

(Рис. 13 В), при этом вклад мультимерной формы белка составлял ~ 66% (согласно 

анализу с помощью программы Gel-Pro Analyzer). 

Известно, что нуклеофозмин 1 присутствует в клетках человека в форме мономера 

и в форме декамера, а олигомеризация происходит благодаря межмолекулярным 

взаимодействиям гидрофобных аминокислотных остатков N-домена белка (Рис. 12). 

Поэтому формирование рекомбинантным аналогом мультимерных форм (Рис. 13 В) 

указывает на наличие у NPM1-His6 структурно-функциональных характеристик, сходных 

с нуклеофозмином 1 (B23.1) человека. 

В ряде работ показано, что нуклеофозмин 1 связывает нуклеиновые кислоты и 

проявляет РНКазную активность. При этом, белок катализирует неспецифический 

гидролиз одноцепочечных олиго-A, -С и -U РНК и практически неактивен в реакции 

гидролиза двуцепочечных РНК [269]. Поэтому, использование двуцепочечных РНК 

позволяет оценить возможное присутствие примесей неспецифических РНКаз и 

фосфодиэстераз Е. coli в препаратах рекомбинатного аналога NPM1-His6. Из данных Рис. 

14 (дорожки 3-5) видно, что препараты NPM1-His6 не вызывают гидролиза дцРНК-ВПЧ 

даже при длительной инкубации (90 мин, 37 °C).  

 

 

Рис. 14. Анализ РНКазной активности препарата NPM1-His6. дцРНК-ВПЧ (5 мг/л) 

инкубировали с 2,6, 6,8 и 14,9 мкг/мл NPM1-His6 в течение 90 мин при 37 °С (дорожки 3-

5), или без NPM1-His6 (дорожка 2) и анализировали электрофорезом в 1% агарозном геле. 

Дорожка 1 - маркеры молекулярной массы НК. L и M - формы дцРНК вирусоподобных 

частиц киллерных дрожжей S. cerevisiae. РНК в геле окрашена бромистым этидием. 
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Эти результаты подтверждают данные литературы о том, что нуклеофозмин 1 не 

проявляет заметной РНКазной активности по отношению к дцРНК, и показывают, что 

препарат рекомбинантного аналога NPM1-His6 уже на стадии очистки аффинной 

хроматографией на никель-хелатном сорбенте не содержит примесей фосфодиэстераз и 

РНКаз E. coli. 

Таким образом, нами был получен очищенный от нуклеаз E. coli рекомбинантный 

аналог нуклеофозмина 1 человека, проявляющий структурно-функциональные 

характеристики, сходные с природным нуклеофозмином 1 человека.  

3.6.3 Оценка эффективности взаимодействия NPM1-His6 с 

синтетическими РНК  

На первом этапе мы оценили способность рекомбинантного аналога 

нуклеофозмина 1 связывать РНК. В качестве модельных РНК были использованы 

синтетические аналоги Alu РНК и C/D бокс РНК.  

Известно, что Alu РНК формирует двудоменную структуру, в которой "левый" и 

"правый" Alu-мономеры представлены набором компактных частично-комплементарных 

участков (Рис. 15 Б) [270]. Аналоги U24 C/D бокс РНК были сконструированы ранее для 

анализа влияния синтетических С/D бокс РНК на процессинг рРНК клеток человека [207]. 

В отличие от Alu РНК, аналоги С/D бокс РНК содержат лишь небольшие (5-6 н.) области 

комплементарности на 5'- и 3'-концах (Рис. 15 А). 

 

 

Рис. 15. Вторичная структура аналогов U24 C/D бокс РНК (А) и AluY-РНК (Б). 

Вторичная структура AluY-РНК с двудоменной организацией мономеров приведена в 

соответствии с [270]. 

NPM1-His6 инкубировали с синтетическими аналогами AluY РНК и C/D бокс РНК, 

а также с одноцепочечным олигорибонуклеотидом rON1. Продукты 

комплексообразования анализировали методом гель-ретардации в нативном 5% ПААГ.  
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Было установлено, что NPM1-His6 способен взаимодействовать с синтетическими 

аналогами AluY РНК и аналогами С/D бокс РНК человека (Рис. 16 А, дорожки 2 и 4, 

соответственно). Полная задержка AluY РНК (60 нМ) в геле происходила в присутствии 

0,1 мМ Mg
2+

, при 20-кратном избытке нуклеофозмина по отношению к РНК (Рис. 16 А, 

дорожка 2). В тех же условиях лишь ~ 30% аналога U24 мяоРНК (70 нМ) находилось в 

комплексе с NPM1-His6 (Рис. 16 А, дорожка 4). Связывания rON1 аналогом 

нуклеофозмина 1 методом гель-ретардации зарегистрировано не было (Рис. 16 Б, 

дорожка 2). 

 

 

Рис. 16. Анализ взаимодействия NPM1-His6 с РНК методом гель-ретардации. 5’-

[
32

P]-меченые: А – AluY РНК (60 нМ) (1,2); аналог C/D бокс РНК (70 нМ) (3,4); Б - rON1 

(1,3 мкМ) (1,2) преинкубировали 10 мин при 37 °С в реакционной смеси, содержащей 12 

мкМ NPM1-His6 (дорожки с четными номерами), или без белка (дорожки с нечетными 

номерами). Реакционные смеси разделяли электрофорезом в нативном 5% ПААГ. На 

рисунке представлен радиоавтограф геля. 

 

Полученные данные указывают на то, что способность рекомбинантного аналога 

нуклеофозмина 1 взаимодействовать с РНК убывает в ряду: протяженные 

структурированные РНК (n > 300 н., для аналогов AluY РНК) > одноцепочечные РНК 

(n ~ 80 н.) > короткие олигорибонуклеотиды (n ~ 22 н. для rON1). 
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3.6.4 Оценка влияния NPM1-His6 на эффективность трансфекции 

синтетических РНК в клетки MCF-7 человека  

Для того чтобы оценить воздействие препаратов рекомбинантного 

нуклеофозмина 1 на клетки человека был проведен анализ влияния препаратов NPM1-His6 

на жизнеспособность клеток MCF-7. В серии независимых экспериментов было 

установлено, что после 24 часов инкубации в среде, содержащей NPM1-His6 (0,1 –

25 мкг/мл), не происходило снижения жизнеспособности клеток MCF-7 (p > 0,5). Кроме 

того, при анализе световой и люминисцентной микроскопией не было выявлено 

существенных морфологических изменений клеток MCF-7 при инкубации с NPM1-His6. 

Клетки MCF-7 инкубировали в среде с синтетическими аналогами AluY РНК и 

U24 С/D бокс РНК, а также их комплексами с NPM1-His6. Методом ОТ-ПЦР в реальном 

времени было установлено, что содержание синтетической AluY РНК в препарате 

суммарной РНК клеток MCF-7, преинкубированных с комплексами AluY РНК● NPM1-

His6 в течение 1 часа, достоверно не отличается от содержания этой РНК, захваченной 

клетками в отсутствие NPM1-His6 (Рис. 17 А, II и III). При увеличении времени инкубации 

клеток с РНК-белковыми комплексами до 3 часов разница в эффективности трансфекции 

AluY РНК● NPM1-His6 по сравнению со свободной РНК возрастает до 25 раз (pSt < 0,01) 

(Рис. 17 А, IV и V). Преинкубация С/D бокс РНК с рекомбинантным аналогом NPM1-His6 

приводила к частичному снижению эффективности трансфекции клеток MCF-7 этой РНК 

(Рис. 17 Б). 

 

 

Рис. 17. Влияние NPM1-His6 на эффективность накопления аналогов AluY-РНК (А) 

и C/D бокс РНК (Б) в клетках MCF-7. Клетки инкубировали в среде, содержащей: 3,5 нМ 

AluY РНК (А, II - V) и 20,8 нМ C/D бокс РНК (Б, II - V); (А, Б) РНК в комплексе с NPM1-

His6 (III, V) или без белка (II, IV). Контрольные клетки MCF-7 инкубировали в среде без 
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РНК (I) (А, Б). Суммарную РНК клеток анализировали ОТ-ПЦР с праймерами, 

специфичными к синтетическим аналогам, в качестве нормировочной РНК использовали 

мРНК HPRT. За 100% принято максимальное значение относительного содержания 

аналогов AluY-РНК или C/D бокс РНК в клетках. 

 

Полученные данные о влиянии NPM1-His6 на захват и интернализацию РНК 

клетками человека согласуются с данными об образовании NPM1-His6 более прочных 

нековалентных комплексов с AluY РНК, обладающими сложной вторичной структурой 

(Рис. 16), в сравнении с C/D бокс РНК.  

Следует отметить, что на Рис. 17 приведены значения относительного содержания 

синтетических РНК в клетках MCF-7, отражающие эффективность трансфекции 

синтетических РНК и их комплексов с NPM1-His6 в клетки человека. Абсолютное 

количество синтетического аналога C/D бокс РНК, захваченного клетками, 

приблизительно в 15 раз превышало количество захваченного аналога AluY РНК. Эти 

данные позволяют предположить, что при увеличении длины и повышении уровня 

организации вторичной структуры РНК эффективность ее проникновения в клетки 

снижается.  

В совокупности наши данные позволяют заключить, что нуклеофозмин 1, не 

образуя прочных комплексов с одноцепочечными слабоструктурированными РНК 

(n ≤ 80 н.), не оказывает существенного влияния на эффективность интернализации таких 

РНК клетками человека. Взаимодействие нуклеофозмина 1 с протяженными (300 н.) РНК 

с развитой вторичной структурой существенно повышает эффективность трансфекции 

таких РНК в клетки человека.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Внеклеточные РНК-содержащие комплексы биологических жидкостей человека 

являются одним из самых востребованных объектов современных исследований. Однако 

до сих пор нет комплексного описания базовых процессов, лежащих в основе их 

формирования, секреции, транспорта и интернализации клетками-реципиентами. 

Отсутствие исчерпывающей информации об экзосомах, микровезикулах и 

рибонуклеопротеинах крови не позволяет в полной мере использовать потенциал 

внеклеточных комплексов для создания новых средств диагностики и терапии 

заболеваний человека. Одним из основных подходов к установлению механизмов, 

лежащих в основе биогенеза и функционирования внеклеточных РНК-комплексов 

биологических жидкостей человека является анализ состава их РНК и его динамики. В 

данной работе было проведено сравнение состава РНК фракций крови здоровых доноров 

и пациентов с немелкоклеточным раком легкого (НМРЛ), обогащенных внеклеточными 

комплексами. 

С использованием метода последовательного центрифугирования было получено 

пять фракций крови, содержащих: форменные элементы, плазму крови, частицы плазмы 

крови, осаждаемые при усилиях 16 000 g и 160 000 g, а также обедненный везикулами 

супернатант плазмы (160 000 g). 

Методами динамического светорассеяния, просвечивающей электронной 

микроскопии и проточной цитометрии было установлено, что осадки плазмы, получаемые 

при усилиях 16 000 g и 160 000 g, содержат циркулирующие мембранные частицы - 

экзосомы и микровезикулы. При этом в осадке плазмы (16 000 g) были выявлены не 

связанные с клетками митохондрии. Показано, что частицы осадков плазмы (16 000 g и 

160 000 g) обогащены индикаторными маркерами тромбоцитов/мегакариоцитов, Т-клеток 

и экзосом - CD41a, CD3 и CD63, соответственно.  

С помощью высокопроизводительного секвенирования по технологии SOLiD была 

проведена идентификация, классификация и оценка содержания фрагментов клеточных 

РНК во фракциях крови. Сравнительный анализ состава РНК анализируемых фракций 

крови показал, что осадки плазмы (160 000 g), выделенные из цельной крови здоровых 

доноров и пациентов с НМРЛ, обогащены фрагментами малых ядерных РНК – U1, U5 и 

U6, а также фрагментами специфического набора мРНК и микроРНК. Вместе с тем, в 

наборе фрагментов РНК, идентифицированном для осадков плазмы крови (160 000 g), 

было отмечено значительное снижение вклада малых ядрышковых РНК. 

Ранее для микроРНК микровезикул, экзосом и рибонуклеопротеиновых 

комплексов было показано их регуляторное влияние на экспрессию генов клеток-
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реципиентов. Наши результаты в совокупности с данными литературы позволяют 

предположить, что фрагменты мяРНК, мяоРНК, а также их полноразмерные формы, 

которые присутствуют в мембранных частицах плазмы крови, являются внеклеточными 

регуляторными РНК, участвующими в процессах межклеточной коммуникации вместе с 

микроРНК.  

Кроме того, в данной работе был проведен поиск и анализ распределения длинных 

некодирующих кольцевых РНК. Было показано, что полноразмерные кольцевые РНК 

присутствуют в крови человека не только в форменных элементах, но и в составе 

микровезикул и экзосом плазмы. При этом установлено, что относительное содержание 

ряда кольцевых РНК в форменных элементах и в микровезикулах/экзосомах крови 

превышает содержание их линейных мРНК-гомологов. Эти данные подтверждают 

предположение о том, что кольцевые РНК являются конкурентными эндогенными РНК и 

являются одними из медиаторов межклеточного взаимодействия, опосредованного 

внеклеточными везикулами.  

Выявленное нами обогащение мембранных комплексов плазмы крови малыми 

ядерными и кольцевыми РНК позволяет предположить, что микровезикулы и экзосомы 

являются основной формой межклеточного транспорта таких РНК. 

Аналоги внеклеточных циркулирующих комплексов активно используют для 

разработки новых подходов для таргетной доставки терапевтических средств. В данной 

работе было изучено влияние РНК/ДНК связывающего белка нуклеофозмин 1 на 

эффективность проникновения синтетических аналогов циркулирующих РНК крови в 

клетки аденокарциномы молочной железы человека MCF-7. Было установлено, что 

нуклеофозмин 1 человека предпочтительно связывает РНК с развитой вторичной 

структурой и повышает эффективность проникновения таких РНК в клетки человека. 

Таким образом, полученные результаты являются основанием для детализации 

молекулярных механизмов формирования внеклеточных комплексов, связанных с 

биогенезом мяРНК, мяоРНК и кцРНК, а также расширяют представление о внеклеточных 

маркерах рака легкого, циркулирующих в крови онкопациентов.  

Кроме того, данные о влиянии рекомбинантного аналога нуклеофозмина 1 на 

проникновение синтетических аналогов РНК в клетки человека, могут быть использованы 

при разработке новых средств доставки терапевтических РНК-конструкций. 
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ВЫВОДЫ 

1. Из крови здоровых доноров и пациентов с немелкоклеточным раком легкого 

(НМРЛ) получены препараты форменных элементов, плазмы крови, частиц плазмы, 

осаждаемых при усилиях 16 000 g и 160 000 g, а также плазмы, обедненной частицами 

(супернатант 160 000 g). Установлено, что осадки плазмы, полученные при 16 000 g и 

160 000 g, содержат частицы, несущие маркеры CD41a, CD3 и СD63, и обогащены 

везикулами крови диаметром 40-100 нм.  

2. Установлено, что РНК исследуемых фракций крови здоровых доноров и 

пациентов с НМРЛ содержат фрагменты клеточных РНК: мтРНК, рРНК, тРНК, мРНК, 

микроРНК, мяРНК, мяоРНК, мцРНК и днРНК. Установлено, что фракции крови 

существенно различаются содержанием фрагментов малых ядрышковых РНК и малых 

ядерных РНК, а именно: 

- вклад фрагментов малых ядерных РНК U1, U5A/B и U6 в общий набор РНК 

частиц плазмы крови, осаждаемых при 160 000 g, в 6-15 раз выше по сравнению c цельной 

плазмой и осадком частиц плазмы (16 000 g); 

- частицы плазмы, осаждаемые при 16 000 g и 160 000 g, обеднены фрагментами 

малых ядрышковых РНК. 

3. Сравнение наборов РНК фракций плазмы крови пациентов с 

немелкоклеточным раком легкого и здоровых доноров выявило отличия в 

представленности микроРНК, фрагментов мРНК и малых ядрышковых РНК: 

- образцы плазмы и частиц плазмы, осаждаемых при 16 000 g, из крови пациентов с 

плоскоклеточным раком легкого содержат повышенное количество микроРНК и мРНК; 

- наборы РНК плазмы крови и супернатанта плазмы крови (160 000 g) пациентов с 

аденокарциномой легкого обеднены фрагментами малых ядрышковых РНК. 

4. В массивах данных высокопроизводительного секвенирования РНК 

исследуемых фракций крови идентифицировано 88 кольцевых транскриптов, 8 из которых 

являются новыми, не аннотированными ранее, формами кольцевых РНК человека. 

Установлено, что полноразмерные кольцевые РНК присутствуют не только в форменных 

элементах, но и во фракциях плазмы крови, обогащенных мембранными частицами.  

5. Показано, что стабильность комплекса рекомбинантного аналога 

нуклеофозмина 1 (NPM1-His6) с РНК убывает в ряду: протяженные структурированные 

РНК (n > 300 н., для аналогов AluY РНК) > одноцепочечные РНК (n ~ 80 н.) > короткие 

олигорибонуклеотиды (n ~ 22 н. для rON1). Установлено, что преинкубация 

синтетической AluY РНК с NPM1-His6 повышает эффективность проникновения AluY 

РНК в клетки человека MCF-7 ~ в 25 раз (pSt < 0,01). 
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ПРИЛОЖЕНИЕ А 

Таблица А.1. Характеристические формы мтРНК, мажорных клеточных РНК и 

транскриптов геномных повторов клеток крови (I), плазмы (II) и фракций плазмы 

крови (III-V) 

 

Объект 

сравнения 1 

Объект 

сравнения 2 

ID 

транскрипта 
FPKM1 FPKM2 log2 q

(1)
 

I. Клетки крови 

II. Плазма mt-TRNP 4,1E6 6,0E5 -2,8 0,05 

III. 16 000 g 

осадок 
плазмы 

18S_rRNA 1,3E5 3,5E5 1,4 0,005 

TRNI-ATC 4,6E3 2,6E5 5,8 0,003 

IV. 160 000 g 

осадок 
плазмы 

28S_rRNA
(2)

 8,4E4 2,4E5 1,5 0,003 

U13_snRNA 3,4E4 2,4E3 -3,8 0,003 

TRNI-ATC 4,6E3 9,5E4 4,4 0,026 

MER41A
(3)

 1,1E3 2,5E4 4,5 0,039 

V. 160 000 g 

супернатант 
плазмы 

mt-RNR2 4,3E5 2,1E5 -1,0 0,02 

TRNI-ATC 4,6E3 3,6E5 6,3 0,003 

c_28S_rRNA
(2)

 3,3E3 1,6E5 5,6 0,039 

II. Плазма 

III. 16 000 g 

осадок 
плазмы 

mt-TRND 2,6E5 3,1E6  0,01 

18S_rRNA 1,7E5 3,5E5 1,1 0,003 

28S_rRNA 5,8E4 1,5E5 1,4 0,003 

IV. 160 000 g 

осадок 
плазмы 

mt-D-loop 8,5E2 7,9E3 3,2 0,01 

28S_rRNA 5,8E4 2,4E5 2,1 0,003 

U5A_snRNA 1,7E4 1,1E5 2,6 0,038 

U5B_snRNA 1,3E4 1,1E5 3,1 0,003 

U6_snRNA 2,7E4 3,9E5 3,9 0,003 

MER41A
(3)

 9,8E2 2,5E4 4,7 0,039 

V. 160 000 g 

супернатант 
плазмы 

c_28S_rRNA
(2)

 6,1E3 1,6E5 4,7 0,049 

III. 16 000 g 

осадок плазмы 

IV. 160 000 g 

осадок 
плазмы 

U1_snRNA 5,7E4 5,7E5 3,3 0,003 

U5A_snRNA 1,3E4 1,1E5 3,1 0,015 

U5B_snRNA 1,5E4 1,1E5 2,9 0,045 

28S_rRNA 1,5E5 5,6E4 -1,4 0,003 

V. 160 000 g 

супернатант 
плазмы 

mt-RNR2 6,3E5 2,1E5 -1,6 0,01 

mt-TRND 3,1E6 5,0E5 -2,7 0,05 

c_28S_rRNA
(2)

 6,4E3 1,6E5 4,6 0,049 

IV. 160 000 g 

осадок плазмы 

V. 160 000 g 

супернатант 
плазмы 

mt-RNR2 4,5E5 2,1E5 -1,1 0,02 

28S_rRNA 2,4E5 5,6E4 -2,1 0,003 

U1_snRNA 5,7E5 6,8E4 -3,1 0,005 

TRNW-TGG 4,7E4 5,0E5 3,4 0,019 

c_28S_rRNA
(2)

 2,3E4 1,6E5 2,8 0,039 

MER41A
(3)

 2,5E4 1,3E3 -4,3 0,039 
(1)

 P-value с поправкой Бенджамини-Хохберга для пары сравнений наборов 

значений FPKM каждой фракции крови с помощью CuffDiff. 
(2)

 Транскрипты, комплементарные 28S рРНК, фрагментами которых 

обогащена фракция крови V (160 000 g супернатант). 
(3)

 MER41A транскрибируемый геномный повтор, фрагментами которого 

обогащена фракция крови IV (160 000 g осадок). 
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Таблица А.2. Характеристические РНК фракций крови человека, выявленные среди 

фрагментов РНК, аннотированных в базе данных RefSeq RNA человека (мРНК, 

микроРНК, мяоРНК и другие некодирующие РНК, включая днРНК) 

 
Объект 

сравнения 1(1) 

Объект 

сравнения 2(1) 

ID 

транскрипта 
FPKM1 FPKM2 log2 q(2) 

Total Number(3) 

NM/miR/sno/others(4) 

I. Клетки 

крови 

II. Плазма 

RBBP8(5) 1,3E1 2,3E3 7,0 0,04 
5 

5/0/0/0 
AURKAIP1 5,0E0 3,7E1 3,0 0,04 

IFNA7 3,0E0 1,7E1 2,0 0,04 

SNORD110 5,7E4 4,7E3 -4,0 0,04 
8 

0/3/5/0 
SNORA66 3,4E3 2,7E2 -4,0 0,04 

MIR210 1,1E4 7,3E2 -4,0 0,04 

III. 16 000 g 

осадок плазмы 

MIR3182 4,2E3 1,6E5 5,2 0,04 
12 

6/5/0/1 
MIR744 3,7E2 1,2E4 5,0 0,04 

MIR10A 2,2E2 4,3E3 4,3 0,04 

SNORA8 3,5E3 1,5E2 -4,5 0,04 
39 

8/2/23/6 
SNORA7A 3,1E3 1,3E2 -4,6 0,04 

SNORD94 4,4E3 1,2E2 -5,2 0,04 

IV. 160 000 g 

осадок плазмы 

FAM187B 6,4E0 1,7E2 4,7 0,04 
76 

68/1/0/7 
KCNIP4 6,4E0 1,0E2 4,0 0,04 

C2orf7 6,3E0 7,9E1 3,7 0,04 

SNORD56 8,0E4 9,6E2 -6,4 0,04 
82 

7/18/49/8 
SNORD65 5,5E4 6,4E2 -6,4 0,04 

SNORD110 5,7E4 6,7E2 -6,4 0,04 

V. 160 000 g 

супернатант 
плазмы 

TMEM91 3,7E0 4,7E1 3,7 0,04 
28 

24/1/0/3 
MIR10A 2,2E2 2,4E3 3,4 0,04 

OSTN 7,4E0 5,7E1 2,9 0,04 

SNORD1B 7,8E3 5,0E2 -4,0 0,04 
18 

6/1/9/2 
SNORA31 3,5E3 1,8E2 -4,3 0,04 

SNORD110 5,7E4 2,8E3 -4,3 0,04 

II. Плазма 

III. 16 000 g 
осадок плазмы 

MIR421 1,4E3 2,0E4 3,8 0,04 
4 

0/4/0/0 
MIR139 3,2E3 3,6E4 3,5 0,04 

MIR199B 1,5E3 1,5E4 3,2 0,04 

-- -- -- -- -- 0 

IV. 160 000 g 
осадок плазмы 

FAM187B 1,4E1 1,7E2 3,6 0,04 
17 

16/0/0/1 
FAM185A 8,9E0 1,1E2 3,6 0,04 

PRNP 3,1E0 2,5E1 3,0 0,04 

C1D 3,2E1 2,5E0 -3,7 0,04 
11 

9/0/2/0 
METT5D1 3,4E3 3,1E1 -6,8 0,04 

RBBP8 2,3E3 9,7E0 -7,9 0,04 

V. 160 000g 

супернатант 
плазмы 

TMEM91 5,4E0 4,0E1 2,9 0,04 
5 

3/1/0/1 
FLJ41278 3,9E3 2,5E4 2,7 0,04 

MIR451 1,8E7 9,0E7 2,3 0,04 

-- -- -- -- -- 0 

III. 16 000 g 
осадок плазмы 

IV. 160 000 g 

осадок плазмы 

MIR449B 6,7E2 1,1E4 4,0 0,04 
22 

17/1/2/2 
RNU11 7,1E2 7,2E3 3,3 0,04 

KRTAP10-5 1,0E1 9,5E1 3,2 0,04 

SNORD110 1,7E4 6,7E2 -4,6 0,04 
33 

2/21/9/1 
MIR744 1,2E4 3,5E2 -5,1 0,04 

SNORD96A 3,2E4 6,8E2 -5,6 0,04 

V. 160 000 g 
супернатант 

плазмы 

SNORD94 1,2E2 1,4E3 3,5 0,04 
7 

4/1/2/0 
SNORD38A 5,5E3 3,5E4 2,7 0,04 

CHI3L2 3,7E0 1,8E1 2,2 0,04 

MYL6 7,4E1 1,4E1 -2,4 0,04 
1 

1/0/0/0 

IV. 160 000 g 

осадок плазмы 

V. 160 000 g 

супернатант 
плазмы 

C1D 2,5E0 5,1E1 4,4 0,04 
15 

4/6/5/0 
MIR4306 1,0E3 1,5E4 3,9 0,04 

SNORD20 7,1E2 9,0E3 3,7 0,04 

ATP5G2 3,8E1 6,5E0 -2,6 0,04 
13 

12/0/0/1 
ADAM29 2,3E1 3,4E0 -2,8 0,04 

CELA2B 4,3E1 4,1E0 -3,4 0,04 
(1)

 Было проведено сравнение представленности фрагментов РНК, 

аннотированных в базе данных RefSeq RNA человека, во фракциях крови с 

использованием пакета программ Cuffdiff (параметр cutoff 100). В таблице 

указаны по 3 формы РНК, фрагментами которых были обогащены/обеднены 

фракции крови относительно друг друга. 
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Продолжение Таблицы А.2 
(2)

 P-value с поправкой Бенджамини-Хохберга для пары сравнений наборов 

значений FPKM каждой фракции крови с помощью CuffDiff. 
(3)

 Общее количество выявленных для каждой фракции характеристических 

транскриптов, идентифицированных как фрагменты РНК человека базы 

данных RefSeq. 
(4)

 Общее количество выявленных для каждой фракции характеристических 

транскриптов, идентифицированных как зрелые формы микроРНК и 

фрагменты мРНК/мяоРНК/других некодирующих РНК (в том числе днРНК). 
(5)

 Для мРНК с несколькими сплайс-изоформами указана форма с 

наибольшим значением log2, расчитанном при сравнении значений FPKM. 



 

1
2
4

 

 

Таблица А.3. Наиболее представленные митохондриальные транскрипты с инвариабельным распределением во фракция крови здоровых 

доноров и пациентов с НМРЛ 

 

I. Клетки крови II. Плазма III. 16 000 g осадок плазмы IV. 160 000 g осадок плазмы 
V. 160 000 g супернатант 

плазмы 

ID
(1)

 FPKM
(2)

 Std
(2)

 q
(3)

 ID FPKM Std q ID FPKM Std q ID FPKM Std q ID FPKM Std q 

TRNV 7,2E7 6,8E6 0,91 TRNM 1,2E7 4,8E6 0,55 TRNM 1,2E8 1,8E8 0,69 TRNS2 3,7E7 1,8E7 0,55 TRNV 9,9E7 7,1E7 0,65 

TRNM 4,2E7 2,1E7 0,57 TRNK 9,4E6 5,5E6 0,53 TRNV 6,5E7 3,1E6 0,99 TRNM 2,8E7 8,6E6 0,80 TRNT 4,9E7 3,7E7 0,51 

TRNT 1,9E7 5,6E6 0,78 TRNI 2,6E6 1,8E6 0,59 TRNS2 4,7E7 3,6E7 0,69 TRNH 1,5E7 7,0E6 0,61 TRNM 4,0E7 3,1E7 0,54 

TRNK 1,1E7 8,3E6 0,50 TRNE 2,1E6 9,3E5 0,70 TRNH 2,4E7 1,1E7 0,76 TRNL2 5,6E6 3,3E6 0,51 TRNH 3,2E7 2,3E7 0,68 

TRNI 5,1E6 3,0E6 0,51 TRNW 1,6E6 6,7E5 0,60 TRNL1 1,2E7 5,2E6 0,76 TRNC 4,7E6 1,9E6 0,73 TRNK 3,1E7 2,6E7 0,62 

TRNL2 5,1E6 2,8E6 0,57 TRNA 1,1E6 5,5E5 0,51 TRNT 1,2E7 4,0E6 0,81 TRNN 3,2E6 1,4E6 0,69 TRNS2 2,5E7 4,5E6 0,88 

TRNC 3,0E6 3,6E5 0,91 TRNP 6,0E5 1,6E5 0,60 TRNK 9,6E6 4,2E6 0,81 TRNE 2,6E6 3,7E5 0,96 TRNL1 1,8E7 1,8E7 0,51 

TRNW 2,3E6 1,5E6 0,55 RNR1 1,4E5 5,9E4 0,53 TRNC 5,9E6 4,7E6 0,69 TRNI 2,0E6 4,6E5 0,90 TRNC 1,2E7 7,6E6 0,51 

TRNF 1,3E6 9,1E5 0,51 ATP8 8,1E4 1,3E5 0,55 TRNL2 5,6E6 3,9E6 0,81 TRNW 2,0E6 6,1E5 0,74 TRNN 1,1E7 3,5E6 0,72 

TRNY 9,5E5 6,1E5 0,78 ND1 6,2E3 3,6E3 0,51 TRNR 5,1E6 3,6E6 0,81 TRNS1 1,4E6 6,5E5 0,51 TRNQ 4,2E6 1,9E6 0,72 

Коэффициент корреляции Пирсона (r) 

ЗД:ПКРЛ 0,97 0,93 0,90 0,93 0,80 

ЗД:АКЛ 0,86 0,73 0,41 0,98 0,47 

ПКРЛ:АКЛ 0,90 0,86 0,41 0,85 0,48 
(1)

 ID – идентификаторы генов согласно референсной последовательности NC_012920.1 (кембриджская референсная последовательность 

митохондриального генома Homo sapiens), депонированной в базе данных NCBI. В таблице представлены топ 10 генов с максимальными 

значениями p-value, определенными по результатам сравнительного анализа паттерна распределения транскриптов фракций крови с 

помощью пакета программ Cuffdiff. 
(2)

 Среднее значение FPKM и стандартное отклонение (Std) среднего FPKM для фракций крови здоровых доноров и пациентов с ПКРЛ и 

АКЛ, рассматриваемых как реплики. Данные отсортированы в порядке убывания значения средних значений FPKM, указанных для 

фракции. 
(3)

 Минимальные значения q-value - p-value с поправкой Бенджамини-Хохберга для сравнений наборов значений FPKM здоровых доноров и 

пациентов с ПКРЛ и АКЛ для каждой фракции крови с помощью CuffDiff.  
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Таблица А.4. Транскрибируемые геномные повторы, фрагменты которых имеют инвариабельный паттерн распределения во фракциях крови 

здоровых доноров и пациентов с НМРЛ 

 

Фракция 

крови 
I. Клетки крови II. Плазма 

III. 16 000 g осадок 
плазмы 

IV. 160 000 g осадок 
плазмы 

V. 160 000 g супернатант 
плазмы 

Репрезентативная выборка из списка повторов 

LINE 8
(1)

 

L1PB2, L1MA10, 

L1MA4A, L1MA9, 

L1MB1, L1ME3A 

14 

L1, L1HS, 

L1M3A, 

L1M3DE, 

L1MD2, L1PA14, 

L1PA2 

10 

L1, L1M1, L1M3A, 

L1ME4, L1ME, 

L1PA14 

11 

L1, L1M2C, 

L1MA4, L1MA4A, 

L1MA5, L1ME4A 

14 

L1, L1M3B, L1MA9, 

L1ME3, L1PA7, 

L1MB1 

SINE
(2)

 1 FAM 0 -- 0 -- 2 
AluYb3a2, 

AluYbc3a 
1 FAM 

LTR 6 

MLT1A2, LTR5, 

MER11B, 

MER11C, 

MLT2A1, MLT2B2 

4 

LTR10A, 

MER21A, MSTB, 

THE1A 

9 

MER39B, MLT1E, 

MER4B, MLT2B3, 

THE1A 

4 

LTR7, MLT1, 

MLT1A2, 

THE1-INTERNAL 

0 - 

DNA 1 Tigger4a 0 -- 0 -- 3 
Tigger1, Tigger3b, 

Tigger2 
2 Tigger3b, Tigger2 

Satellite 0 -- 0 -- 0 -- 0 -- 1 ALR10 

Другие 4 

c_U2-2
(3)

, 

c_TRNA, c_TRNV, 

c_TRNK 

2 
c_TRNY, 

c_5.8S_rRNA 
1 c_HY3_scRNA 0 -- 2 c_TRNP, c_tRNW 

(1)
 Количество повторов в списке топ 20 наиболее инвариантных классов РНК. Селекция: Cuffdiff p-value > 0,68, p-value c 

поправкой Бенджамини-Хохберга > 0,84). 
(2)

 SINE – короткие диспергированные геномные повторы, к которым относятся Alu, FAM, FLAM, FRAM (консенсусные 

последовательности GIRI RepBase) и малая цитоплазматическая 7SL РНК (референсная последовательность NR_002715). 
(3)

 Указанные в этой группе РНК относятся к последовательностям комплементарным мажорным клеточным рРНК, тРНК, 

U1-U12 мяРНК, 7SK РНК и hY1-hY5 мцРНК. 
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Таблица А.5. Наиболее представленные мажорные клеточные РНК (рРНК, тРНК, U1-U6, U12, U17 мяРНК, Y мцРНК и 7SK РНК) с 

инвариабельным распределением во фракциях крови здоровых доноров и пациентов с НМРЛ 

 
I. Клетки крови II. Плазма III. 16 000 g осадок плазмы IV. 160 000 g осадок плазмы V. 160 000 g супернатант плазмы 

ID(1) FPKM(2) Std(2) q(3) ID FPKM Std q ID FPKM Std q ID FPKM Std q ID FPKM Std q 

5S 1,3E7 5,5E6 0,76 TRNV 5,5E6 2,3E6 0,85 HY4 3,8E7 1,7E7 0,76 TRNQ 4,8E5 2,6E4 0,94 TRND 1,4E7 5,0E6 0,74 

HY4 1,2E7 2,8E6 0,87 5S 5,1E6 2,3E6 0,77 TRNG 1,5E6 4,9E5 0,73 TRNG 4,3E5 6,6E4 0,85 TRNK 3,9E6 1,3E6 0,73 

TRNV(4) 2,6E6 1,1E6 0,71 TRNG 1,9E6 6,7E5 0,88 HY5 1,0E6 3,5E5 0,73 TRNR 1,7E5 2,1E4 0,88 HY5 3,7E6 1,0E6 0,75 

TRNQ 1,3E6 7,0E5 0,71 HY5 1,7E6 8,4E5 0,77 TRNV 6,6E5 2,2E5 0,76 TRNM 1,1E5 2,5E4 0,80 TRNG 2,8E6 2,7E5 0,94 

TRNR 4,7E5 2,5E5 0,71 5,8S 1,3E6 5,1E5 0,85 TRNM 1,9E5 5,5E4 0,81 TRNT 1,0E5 1,6E4 0,85 TRNQ 1,3E6 4,0E5 0,73 

TRNT 2,5E5 8,3E4 0,83 TRNI 3,8E5 1,5E5 0,85 TRNR 1,5E5 3,2E4 0,85 18S 7,7E4 1,8E4 0,85 TRNM 8,5E5 1,8E4 0,98 

TRNM 2,1E5 1,1E5 0,72 TRNP 2,0E5 6,4E4 0,83 TRNT 1,4E5 4,5E4 0,78 TRNA 7,6E4 2,1E4 0,72 TRNI 8,0E5 4,5E5 0,72 

U6 1,4E5 4,1E4 0,83 TRNW 1,9E5 2,2E4 0,95 TRNW 4,9E4 2,2E4 0,73 TRNN 3,3E4 4,7E3 0,85 U1 1,4E5 6,8E4 0,72 

TRNW 1,3E5 9,3E4 0,71 TRNR 5,6E4 5,3E3 0,97 TRNL 4,3E4 3,5E4 0,73 U5E 7,5E3 2,1E3 0,70 U2 9,9E4 3,9E4 0,73 

TRNP 7,2E4 1,1E4 0,92 TRNY 4,6E4 1,7E4 0,80 U2 1,6E4 7,6E3 0,76 7SK 3,3E2 9,9E0 0,96 U5F 1,6E3 7,9E2 0,73 

Коэффициент корреляции Пирсона (r) 

ЗД:ПКРЛ 0,93 0,87 1,00 0,96 0,94 

ЗД:АКЛ 0,96 0,98 1,00 0,99 0,93 

ПКРЛ:АКЛ 0,80 0,93 1,00 0,95 0,99 
(1)

 В таблице представлены топ 10 генов с максимальными значениями FPKM, выбранные по результатам сравнения наборов РНК фракций 

крови здоровых доноров (ЗД) и пациентов с плоскоклеточным раком легкого (ПКРЛ) и аденокарциномой легкого. Для сравнительного 

анализа использовали пакет программ Cuffdiff, для выбора инвариабельных форм РНК использовали критерий q < 0,7. 
(2)

 Средние значения FPKM и стандартное отклонение (Std) среднего значения FPKM для фракций крови здоровых доноров и пациентов с 

ПКРЛ и АКЛ, рассматриваемых как реплики. Данные отсортированы в порядке убывания значения средних значений FPKM, указанных для 

фракции. 
(3)

 Минимальные значения q-value - p-value с поправкой Бенджамини-Хохберга для сравнений наборов значений FPKM здоровых доноров и 

пациентов с ПКРЛ и АКЛ для каждой фракции крови с помощью CuffDiff. 
(4)

 В таблице представлена наиболее репрезентативная изоформа тРНК. 
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Таблица А.6. Наиболее представленные мРНК, отличающиеся инвариабельным распределением во фракциях крови здоровых доноров и 

пациентов с НМРЛ 

 
I. Клетки крови II. Плазма III. 16 000 g осадок плазмы IV. 160 000 g осадок плазмы V. 160 000 g супернатант плазмы 

ID(1) FPKM(2) Std(2) q(3) ID FPKM Std q ID FPKM Std q ID FPKM Std q ID FPKM Std q 

PRKCH(4) 1,5E3 1,4E3 0,55 PRKCH 1,6E2 3,9E1 0,64 PRKCH 8,2E2 7,9E2 0,59 CLIC2 5,0E2 3,3E2 0,51 TRIM41 7,1E2 9,1E2 0,56 

ABCG1 9,1E1 2,6E1 0,72 TIGD6 7,9E1 6,2E1 0,50 HLA-A 2,9E1 3,8E0 0,71 MDH1 4,4E2 3,2E2 0,56 PRKCH 4,1E2 4,2E2 0,55 

KLRC4 6,7E1 1,3E1 0,59 OAZ1 4,3E1 1,1E1 0,54 PIP4K2A 2,6E1 8,1E0 0,66 RPL10L 4,1E2 1,8E2 0,57 ZNF367 4,1E2 2,1E2 0,65 

CLIC2 6,2E1 2,1E1 0,66 HLA-E 3,2E1 8,1E0 0,66 CALCR 2,6E1 8,2E0 0,51 TMEFF2 3,0E2 1,7E2 0,55 UQCRQ 1,2E2 3,6E1 0,70 

RPL39 6,0E1 1,1E1 0,56 CHN2(5) 2,8E1 9,0E0 0,51 PCMTD1 2,5E1 6,2E0 0,63 PPP1R15B 2,8E2 1,3E2 0,72 C19orf24 7,1E1 1,8E1 0,55 

NR1H3(5) 5,9E1 1,7E1 0,57 F13A1 2,7E1 9,6E0 0,53 ARPC2 2,4E1 4,9E0 0,57 CHRNB3 2,8E2 1,2E2 0,58 ZFR2 6,8E1 4,1E1 0,51 

ZNF131 5,5E1 1,2E1 0,64 EIF1 2,7E1 4,6E0 0,61 FOXR1 2,2E1 3,9E0 0,53 C9orf100 1,9E2 9,9E1 0,57 OBSCN 6,7E1 3,6E1 0,66 

CCNDBP1 5,4E1 1,8E1 0,57 HIST1H4H 2,5E1 2,4E0 0,84 HIST1H2BI 2,1E1 2,8E0 0,71 NCOA3 1,7E2 6,2E1 0,69 LRRC56 5,9E1 5,0E0 0,92 

HLA-A 4,8E1 1,2E1 0,60 ZNF212 2,4E1 4,1E0 0,74 HIST1H2BD 1,9E1 3,5E0 0,60 UCHL3 1,5E2 4,8E1 0,52 HS3ST6 5,1E1 1,6E1 0,50 

HLA-E 4,6E1 2,0E1 0,51 UCHL3 2,3E1 3,9E0 0,59 IGFL3 1,9E1 3,7E0 0,55 NHP2 1,4E2 1,9E1 0,74 MARVELD3 4,7E1 2,0E1 0,55 

Коэффициент корреляции Пирсона (r) 

ЗД:ПКРЛ 0,97 0,97 1,00 0,56 0,55 

ЗД:АКЛ 0,96 0,75 1,00 0,55 0,19 

ПКРЛ:АКЛ 1,00 0,77 1,00 0,55 0,28 
(1)

 Для каждой фракции выбраны топ 10 мРНК по среднему значению FPKM.  
(2)

 Средние значения FPKM и стандартное отклонение (Std) среднего значения FPKM для фракций крови здоровых доноров и 

пациентов с ПКРЛ и АКЛ, рассматриваемых как реплики. Данные отсортированы в порядке убывания значения средних значений 

FPKM, указанных для фракции. 
(3)

 Минимальные значения q-value - p-value с поправкой Бенджамини-Хохберга для сравнений наборов значений FPKM здоровых 

доноров и пациентов с ПКРЛ и АКЛ для каждой фракции крови с помощью CuffDiff. 
(4)

 Подчеркиванием выделены мРНК, фрагменты которых встречаются в топ 10 инвариабельных мРНК, выявленных для двух и более 

фракций крови. 
(5)

 В таблице приведены данные для сплайс-изоформы мРНК с максимальным значением FPKM. 
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Таблица А.7. Инвариабельные длинные некодирующие РНК фракций крови здоровых 

доноров и пациентов с НМРЛ. Длинные некодирующие РНК - транскрипты с 

идентификатором NR в базе данных РНК RefSeq, длина которых > 200 н. 

 
NR ID FPKM(1) Std(1) q(2) 

I. Клетки крови 
NR_003365 SUGT1P3 2,6E+02 1,2E+02 0,50 
NR_027513 CCNDBP1 5,6E+01 1,9E+01 0,59 
NR_027487 LOC146880 2,3E+01 5,8E+00 0,57 
NR_001434 HLA-H 2,2E+01 2,5E+00 0,76 

II. Плазма 
NR_003008 SCARNA5 5,2E+01 3,3E+00 0,89 
NR_003674 KGFLP1 1,9E+01 3,2E+00 0,73 

III. 16 000 g осадок плазмы 
NR_024058 YWHAE 3,7E+01 8,6E+00 0,56 

IV. 160 000 g осадок плазмы 
NR_003051 RMRP 3,6E+03 8,7E+02 0,82 
NR_002312 RPPH1 3,0E+03 1,5E+03 0,52 
NR_015376 NCRNA00200 5,3E+02 3,9E+02 0,53 
NR_027336 LOC100130015 4,9E+01 1,0E+01 0,66 
NR_003034 LOC441601 4,6E+01 9,4E-01 0,95 
NR_027232 NCRNA00107 4,5E+01 1,1E+01 0,52 
NR_001593 RPL18AP3 4,3E+01 5,1E-01 0,97 
NR_001560 CYCSP52 4,3E+01 7,2E+00 0,65 
NR_003586 EEF1A1P9 4,3E+01 9,7E+00 0,58 
NR_033902 KIAA1967 3,2E+01 1,1E+01 0,55 
NR_003003 SCARNA17 3,1E+01 6,5E+00 0,54 
NR_024391 LOC647946 3,1E+01 8,2E+00 0,55 
NR_026877 MGC2889 3,1E+01 6,0E+00 0,64 
NR_024444 LOC100133985 2,8E+01 2,4E+00 0,77 
NR_029455 LOC440335 2,7E+01 6,3E+00 0,52 
NR_027322 LOC283070 2,5E+01 1,8E+00 0,85 
NR_027097 LOC100271832 2,4E+01 9,5E-01 0,89 
NR_034140 C12orf33 2,2E+01 3,7E+00 0,63 
NR_024531 RPL23AP7 2,2E+01 1,9E+00 0,81 
NR_026911 RPL21P28 2,1E+01 4,4E+00 0,52 

V. 160 000 g супернатант плазмы 
NR_003674 KGFLP1 2,7E+01 2,8E+00 0,86 
NR_033425 TSLP 2,5E+01 4,8E+00 0,68 
NR_003670 KGFLP2 2,2E+01 2,0E+00 0,90 
NR_024020 NOL8 2,0E+01 9,9E+00 0,52 
NR_033370 LOC63930 1,9E+01 1,6E+00 0,88 
NR_003505 PPP4R1L 1,8E+01 4,4E+00 0,59 
NR_034010 SNHG8 1,5E+01 2,8E+00 0,63 
NR_033789 SPRNP1 1,3E+01 2,5E+00 0,57 
NR_024618 LOC100129550 1,2E+01 2,0E+00 0,75 
NR_026877 MGC2889 1,2E+01 2,4E+00 0,56 
NR_024567 LOC100130557 1,2E+01 3,0E+00 0,52 
NR_026863 C21orf84 1,2E+01 2,9E+00 0,51 
NR_002837 UBE2MP1 1,1E+01 2,3E+00 0,55 
(1)

 Средние значения FPKM и стандартное отклонение (Std) 

среднего значения FPKM для фракций крови здоровых 

доноров и пациентов с ПКРЛ и АКЛ, рассматриваемых как 

реплики. Данные отсортированы в порядке убывания 

значения средних значений FPKM, указанных для фракции.  
(2)

 Минимальные значения q-value - p-value с поправкой 

Бенджамини-Хохберга для сравнений наборов значений 

FPKM здоровых доноров и пациентов с ПКРЛ и АКЛ для 

каждой фракции крови с помощью CuffDiff. 
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Таблица А.8. Наиболее представленные инвариабельные микроРНК фракций крови здоровых доноров и пациентов с НМРЛ 

 
I. Клетки крови II. Плазма III. 16 000 g осадок плазмы IV. 160 000 g осадок плазмы V. 160 000 g супернатант плазмы 

ID(1) FPKM(2) Std(2) q(3) ID FPKM Std q ID FPKM Std q ID FPKM Std q ID FPKM Std q 

MIR451(4) 9,8E7 1,6E8 0,35 MIR16-2 6,3E5 7,5E5 0,34 MIR103-1 5,9E6 6,4E6 0,55 MIR451 1,2E7 1,7E7 0,39 MIR451 7,7E7 1,2E8 0,34 

MIR16-1 5,2E6 6,7E6 0,33 MIR103-1 5,8E5 2,6E5 0,68 MIR103-2 5,9E6 6,4E6 0,55 MIR103-1 4,2E5 2,5E5 0,37 MIR103-1 1,1E6 9,3E5 0,36 

MIR16-2 4,5E6 4,9E6 0,35 MIR103-2 5,7E5 2,6E5 0,68 MIR126 1,2E6 1,7E6 0,45 MIR103-2 4,2E5 2,5E5 0,37 MIR103-2 1,1E6 9,2E5 0,36 

MIR103-2 3,8E6 2,9E6 0,66 MIR16-1 5,0E5 4,9E5 0,34 MIR26A1 7,9E5 1,1E6 0,34 MIR223 3,1E5 1,7E5 0,63 MIR223 1,0E6 1,2E6 0,35 

MIR103-1 3,8E6 2,9E6 0,66 MIR223 2,6E5 2,2E5 0,63 MIR26A2 6,1E5 8,7E5 0,34 MIR126 2,1E5 9,6E4 0,43 MIR16-1 1,0E6 1,1E6 0,35 

MIR126 1,4E6 1,1E6 0,51 MIR107 1,2E5 1,1E5 0,33 MIR24-1 5,7E5 6,7E5 0,36 MIR425 3,7E4 1,5E4 0,45 MIR16-2 9,1E5 1,1E6 0,35 

MIR144 1,2E6 2,0E6 0,34 MIR140 1,1E5 1,4E5 0,35 MIR107 5,4E5 6,6E5 0,33 MIR122 2,3E4 8,9E3 0,33 MIR126 5,2E5 4,4E5 0,37 

MIR486 7,3E5 6,7E5 0,45 MIR191 9,8E4 1,1E5 0,35 MIRLET7F2 4,8E5 4,2E5 0,34 MIR130B 6,2E3 1,2E3 0,52 MIR19B1 2,6E5 2,6E5 0,34 

MIR19A 7,2E5 1,2E6 0,35 MIR20B 1,1E4 1,1E4 0,32 MIR21 3,0E5 2,1E5 0,54 MIR197 5,1E3 1,4E3 0,47 MIR101-1 4,1E4 3,6E4 0,31 

MIR107 5,0E5 4,5E5 0,46 MIR23B 1,0E4 2,8E3 0,39 MIR24-2 2,8E5 3,3E5 0,35 MIR30E 4,8E3 1,4E3 0,33 MIR106B 3,9E4 4,2E4 0,31 

MIR17 4,0E5 6,2E5 0,34 MIR320C1 3,1E3 2,7E3 0,30 MIR142 2,7E5 4,1E5 0,33 MIR551B 1,9E3 1,9E2 0,77 MIR101-2 3,5E4 3,1E4 0,31 

MIR223 3,9E5 4,8E5 0,39 MIR146A 2,9E3 8,3E2 0,42 MIR23A 2,7E5 2,6E5 0,38     MIR221 2,2E4 2,4E4 0,35 

MIR185 3,3E5 3,2E5 0,34 MIR199B 1,5E3 3,2E2 0,59 MIRLET7F1 2,6E5 2,4E5 0,32     MIRLET7I 1,4E4 1,3E4 0,33 

MIR142 2,7E5 2,6E5 0,33 MIR766 1,1E3 5,4E2 0,31 MIR17 2,0E5 2,9E5 0,31     MIR106A 7,1E3 6,6E3 0,33 

MIR29B2 2,5E5 3,9E5 0,31 MIR320B2 5,1E2 2,3E2 0,36 MIR425 1,7E5 2,4E5 0,33     MIR194-1 4,3E3 3,7E3 0,35 

MIR29B1 2,4E5 3,8E5 0,31     MIR130A 1,6E5 2,3E5 0,31     MIR96 2,9E3 2,7E3 0,31 

MIR130A 1,9E5 3,1E5 0,32     MIR19B1 1,6E5 2,1E5 0,34     MIR744 1,4E3 1,2E3 0,31 

MIR320A 3,6E4 1,1E4 0,53     MIR23B 1,4E5 1,6E5 0,35     MIR148B 1,2E3 1,0E3 0,31 

MIR339 8,1E3 7,2E3 0,33     MIR192 3,7E4 6,1E4 0,30         

MIR145 2,7E3 2,3E3 0,33                 

MIR326 1,4E3 2,1E2 0,67                 

Коэффициент корреляции Пирсона (r) 

ЗД:ПКРЛ 0,68 0,68 0,73 0,98 0,99 

ЗД:АКЛ 0,94 0,91 0,76 0,96 0,99 

ПКРЛ:АКЛ 0,72 0,47 0,99 0,99 0,97 
(1) 

Список инвариабельных микроРНК фракций крови I-V, выбранных как формы РНК со значением Cuffdiff q-value > 0,3 и общим количеством 

идентифицированных ридов не менее 50.  

(2)
 Средние значения FPKM и стандартное отклонение (Std) среднего значения FPKM для фракций крови здоровых доноров и пациентов с ПКРЛ и АКЛ, 

рассматриваемых как реплики. Данные отсортированы в порядке убывания значения средних значений FPKM, указанных для фракции. 

(3)
 Минимальные значения q-value - p-value с поправкой Бенджамини-Хохберга для сравнений наборов значений FPKM здоровых доноров и пациентов с 

ПКРЛ и АКЛ для каждой фракции крови с помощью CuffDiff. 

(4)
 Подчеркиванием выделены микроРНК, присутствующие в топ инвариабельных микроРНК как минимум трех фракций крови. 
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Таблица А.9. Наиболее представленные C/D бокс и H/ACA бокс малые ядрышковые РНК с инвариабельным распределением во фракциях 

крови здоровых доноров и пациентов с НМРЛ 
 

I. Клетки крови II. Плазма III. 16 000 g осадок плазмы IV. 160 000 g осадок плазмы V. 160 000 g супернатант плазмы 

ID(1) FPKM(2) Std(2) q(3) ID FPKM Std q ID FPKM Std q ID FPKM Std q ID FPKM Std q 

SNORD34 1,3E6 2,2E6 0,34 SNORD84 2,8E+04 1,3E+04 0,32 SNORD33 5,1E3 4,5E3 0,31 SNORD84 5,3E4 3,1E4 0,35 SNORD31 3,7E5 6,0E5 0,36 

SNORD27 5,1E5 8,6E5 0,33 SNORD80 1,2E+04 1,0E+04 0,30 SNORA14B 5,7E2 1,9E2 0,42 SNORD38A 2,9E4 1,9E3 0,84 SNORD25 2,5E5 4,4E5 0,35 

SNORD84(4) 2,9E5 1,3E5 0,44 SNORD32A 7,6E+03 6,6E+03 0,33     SNORD100 1,8E4 1,9E3 0,77 SNORD27 2,2E5 3,8E5 0,35 

SNORD46 1,5E4 1,4E4 0,33 SNORD21 2,3E+03 1,1E+03 0,35     SNORD34 1,8E4 5,7E3 0,55 SNORD22 1,1E4 1,0E4 0,34 

SNORA54 6,7E3 6,2E3 0,33 SNORD15A 8,0E+02 1,2E+02 0,66     SNORD22 1,2E4 4,5E3 0,34 SNORD67 1,3E3 2,7E2 0,54 

SNORD114 4,8E3 8,2E2 0,57 SNORA75 6,8E+02 1,1E+02 0,73     SNORD104 8,3E3 3,8E3 0,39 SNORD94 1,2E3 3,3E2 0,39 

SNORA61 2,9E3 2,6E3 0,33         SNORD29 5,4E3 8,1E2 0,74 SNORA14A 4,0E2 8,7E1 0,73 

SNORA19 2,6E3 6,2E2 0,40         SNORD38B 4,3E3 1,0E3 0,56 SNORD15A 2,2E2 1,3E2 0,30 

SNORA62 2,0E3 1,9E3 0,33         SNORD35A 2,3E3 4,1E2 0,63     

SNORA52 1,8E3 1,5E3 0,33         SNORA63 1,2E3 4,0E2 0,37     

SNORA9 7,3E2 6,2E2 0,33         SNORD67 9,8E2 3,7E2 0,32     

            SNORA17 4,7E2 1,9E2 0,30     

            SNORA48 4,6E2 1,3E2 0,51     

            SNORA71A 4,4E2 1,2E2 0,63     

            SNORA57 3,5E2 1,8E2 0,34     

            SNORA6 3,3E2 1,2E2 0,35     

            SNORA53 5,6E1 1,7E1 0,44     

Коэффициент корреляции Пирсона (r) 

ЗД:ПКРЛ 1,00 0,53 -- 0,98 0,65 

ЗД:АКЛ 1,00 0,83 -- 0,96 0,85 

ПКРЛ:АКЛ 0,99 0,91 -- 0,99 0,94 
(1) 

Список инвариабельных мяоРНК фракций крови здоровых доноров (ЗД) и пациентов с плоскоклеточным раком легкого (ПКРЛ) и 

аденокарциномой легкого (АКЛ), выбранных как формы РНК со значением Cuffdiff q-value > 0,3 и общим количеством 

идентифицированных ридов не менее 100.  
(2)

 Средние значения FPKM и стандартное отклонение (Std) среднего значения FPKM для фракций крови здоровых доноров и пациентов с 

ПКРЛ и АКЛ, рассматриваемых как реплики. Данные отсортированы в порядке убывания значения средних значений FPKM, указанных для 

фракции. 
(3)

 Минимальные значения q-value - p-value с поправкой Бенджамини-Хохберга для сравнений наборов значений FPKM здоровых доноров и 

пациентов с ПКРЛ и АКЛ для каждой фракции крови с помощью CuffDiff. 
(4)

 SNORD84 представлена в топ инвариабельных мяоРНК клеток крови, плазмы и частиц плазмы, осаждаемых при 160 000 g. 
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Таблица А.10. Наиболее представленные инвариабельные РНК, неаннотированные в базе данных РНК человека RefSeq (non-RefSeq), 

идентифицированные для фракций крови здоровых доноров и пациентов с НМРЛ (фрагменты интронов пре-мРНК, днРНК и новых 

транскриптов). 

 

I. Клетки крови II. Плазма III. 16 000 g осадок плазмы IV. 160 000 g осадок плазмы V. 160 000 g супернатант плазмы 

Chr(1) FPKM(2) Std(2) Chr FPKM Std Chr FPKM Std Chr FPKM Std Chr FPKM Std 

chr8[+]12751238-

12751281 
8,2E7 2,9E7 

chrX[+]120612032-

120612062 
1,8E7 1,1E7 

chr4[+]186518885-

186518942 
6,8E7 3,2E7 

chr2[-]28688454-

28688543 
7,5E8 5,0E8 

chr7[+]106008992-

106009055 
1,9E8 1,2E8 

chr4[-]190968942-

190968967 
6,9E7 2,9E7 

chr1[-]8053517-

8053562 
1,7E7 4,4E6 

chr9[-]131641128-

131641163 
6,2E7 4,1E7 

chr13[-]29401239-

29401304 
2,3E8 1,1E8 

chr10[-]129916968-

129917004 
1,9E8 1,3E8 

chr10[-]135460779-

135460804 
6,4E7 2,6E7 

chr3[+]857189-

857263 
1,7E7 1,0E7 

chrX[-]131244850-

131244874 
6,0E7 3,5E7 

chr19[-]24187279-

24187313 
1,8E8 6,3E7 

chr8[-]104001494-

104001575 
1,8E8 1,1E8 

chr2[-]224644694-

224644813 
4,5E7 1,9E7 

chr7[+]34253855-

34253942 
1,6E7 8,9E6 

chrY[-]24224242-

24224292 
5,5E7 8,0E6 

chr17[-]3989516-

3989581 
1,8E8 1,0E8 

chr12[+]123449033-

123449056 
1,6E8 6,1E7 

chr10[-]60691390-
60691418 

4,3E7 2,5E7 
chr12[-]5022311-
5022331 

1,6E7 5,4E6 
chrY[-]25833919-
25833969 

5,5E7 8,0E6 
chr4[+]134994298-
134994322 

1,6E8 3,9E7 
chr12[+]78353818-
78353840 

1,2E8 5,3E7 

chr1[-]183949763-

183949807 
3,8E7 2,2E7 

chr20[-]41004960-

41005077 
1,2E7 4,8E6 

chr21[-]24341920-

24341947 
4,6E7 1,7E7 

chr12[+]78353818-

78353840 (3) 
1,3E8 3,7E7 

chr5[-]155785942-

155785993 
9,2E7 5,3E7 

chr16[-]16982934-
16982961 

3,6E7 1,4E7 
chr15[+]58251879-
58251992 

1,1E7 1,4E6 
chr6[-]144210182-
144210221 

4,4E7 1,4E7 
chr18[-]21707456-
21707476 

1,1E8 7,4E7 
chr12[-]126701820-
126701923 

9,0E7 3,9E7 

chr5[-]74063376-

74063516 
3,5E7 1,5E7 

chr1[-]111708389-

111708411 
1,1E7 5,7E6 

chr9[+]129123637-

129123704 
4,3E7 1,4E7 

chr1[-]87222201-

87222238 
1,1E8 6,0E7 

chr6[+]132015523-

132015683 
8,7E7 1,1E7 

chr22[-]36301696-
36301718 

3,4E7 1,6E7 
chr18[-]7745099-
7745133 

1,1E7 6,6E6 
chr3[-]25177183-
25177216 

3,4E7 1,4E7 
chr16[-]32696379-
32696407 

1,1E8 6,8E7 
chr19[+]45361161-
45361250 

7,7E7 4,7E7 

chr1[-]215515108-

215515196 
3,2E7 1,3E7 

chr7[-]65637753-

65637775 
8,5E6 2,8E6 

chr7[-]146153014-

146153086 
3,0E7 1,9E7 

chr13[+]113415433-

113415464 
1,1E8 2,7E7 

chr1[+]193231400-

193231565 
6,3E7 4,1E7 

(1)
 Для каждой фракции крови в списке представлены топ 10 инвариабельных форм non-RefSeq РНК, для которых соотношение среднего 

значения FPKM к стандартному отклонению (Std) составляет > 1,5.
 

(2)
 Средние значения FPKM и Std среднего значения FPKM для фракций крови здоровых доноров и пациентов с ПКРЛ и АКЛ, 

рассматриваемых как реплики. Данные отсортированы в порядке убывания значения средних значений FPKM, указанных для фракции. 
(3)

 Подчеркиванием выделены перекрывающиеся формы. 
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Таблица А.11. Наиболее представленные дифференциально распределенные транскрипты 

фракций крови пациентов с плоскоклеточным раком легкого (ПКРЛ) 

 

Фракция Изменение ID 
FPKM1(1) 

ЗД 

FPKM2(1) 

ПКРЛ 
log2 q(2) 

Общее количество(3) 

NM/miR/sno/другие(4) 

I. Клетки крови 

Повышение 

MIR214 4,4E2 1,3E4 4,9 0,050 

38 

29/7/0/1 

MIR766 6,8E2 1,5E4 4,4 0,020 

MRPS33 9,1E0 1,3E2 3,9 0,048 

MIB2 

NR_033183 
2,0E0 2,7E1 3,8 0,013 

SNCB(5) 5,5E0 7,6E1 3,8 0,038 

NIT1 3,1E0 3,7E1 3,6 0,043 

TRAPPC2L 7,4E0 8,9E1 3,6 0,040 

ARHGAP11B 3,5E0 3,9E1 3,5 0,040 

HCFC1R1 5,4E0 6,0E1 3,5 0,036 

MIR197 4,4E3 4,7E4 3,4 0,043 

Понижение 

IFNA17 5,9E1 3,3E0 -4,2 0,032 

97 
27/21/40/9 

SNORD82 4,8E4 2,3E3 -4,4 0,032 

SNORD42A 1,2E5 5,5E3 -4,4 0,040 

IFNA10 6,2E1 2,7E0 -4,5 0,027 

RPL17 1,8E2 7,7E0 -4,5 0,040 

C17orf91 1,0E2 3,6E0 -4,8 0,035 

SNORA31 8,9E3 2,6E2 -5,1 0,044 

SCARNA9 4,7E2 1,2E1 -5,3 0,046 

MIR106A 5,6E4 1,3E3 -5,4 0,044 

C17orf91 1,1E2 2,4E0 -5,5 0,032 

II. Плазма 

Повышение 

SLAMF9 7,0E0 5,0E1 2,8 0,038 

15 

10/2/1/2 

TBC1D17 6,9E0 3,2E1 2,2 0,028 

OVCA2 1,2E1 5,1E1 2,1 0,025 

SSBP4 6,4E0 2,7E1 2,1 0,029 

CCNB3 8,5E0 3,5E1 2,0 0,045 

ACSM3 1,0E1 4,0E1 2,0 0,035 

GIMAP5 1,1E1 4,6E1 2,0 0,048 

LOC285074 7,9E0 2,7E1 1,8 0,039 

Понижение 

MIR26B 4,2E4 1,9E3 -4,5 0,039 

147 
96/23/5/23 

MIR29B2 4,5E4 1,9E3 -4,5 0,033 

MIR17 1,0E5 4,0E3 -4,7 0,019 

MIR25 4,4E4 1,7E3 -4,7 0,033 

NPY 4,2E2 1,3E1 -5,0 0,025 

MIR15B 6,2E4 1,8E3 -5,1 0,009 

MIR101-2 6,5E4 1,7E3 -5,2 0,035 

SNORD34 2,4E5 3,3E3 -6,2 0,032 

MIR15A 1,2E5 1,5E3 -6,3 0,041 

MIR451 1,6E7 1,6E5 -6,7 0,009 

III. 16 000 g  

осадок плазмы 

Повышение 

SLC26A5 4,5E0 7,4E1 4,0 0,004 

94 
54/24/3/13 

LOC340357 9,6E0 1,0E2 3,4 0,004 

MIR620 1,2E3 1,1E4 3,2 0,032 

KDM4C 6,1E0 5,2E1 3,1 0,029 

LOC284412 8,1E0 6,8E1 3,1 0,024 

MIR421 3,5E3 2,9E4 3,0 0,005 

RAB4B 1,5E1 1,0E2 2,8 0,010 

TXNDC11 8,0E0 5,5E1 2,8 0,028 

CCNB3 9,0E0 6,1E1 2,8 0,004 

IL18 5,8E0 3,9E1 2,7 0,017 

Понижение 

VTRNA1-2 2,6E4 2,1E3 -3,6 0,013 

273 

221/14/7/31 

MIR144 6,3E4 4,9E3 -3,7 0,004 

MIRLET7A3 1,6E5 1,2E4 -3,7 0,013 

NCRNA00173 2,0E2 1,4E1 -3,8 0,016 

SF1 4,2E1 2,8E0 -3,9 0,004 
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Продолжение Таблицы А.11 

Фракция Изменение ID 
FPKM1(1) 

ЗД 

FPKM2(1) 

ПКРЛ 
log2 q(2) 

Общее количество(3) 

NM/miR/sno/другие(4) 

  

NCRNA00114 1,7E2 1,1E1 -3,9 0,010 

 

SNORD31 1,6E5 9,7E3 -4,0 0,004 

CGB1 2,0E2 1,1E1 -4,1 0,004 

RPL9 5,2E2 2,9E1 -4,2 0,046 

CSN3 2,9E2 1,4E1 -4,3 0,004 

V. 160,000 g  

супернатант 

плазмы 

Повышение MIR524 0,0E0 5,2E4 n/d(6) 0,028 
1 

0/1/0/0 

Понижение 

EPPK1 1,4E3 1,3E1 -6,8 0,028 

13 

1/3/9/0 

MIR1306 2,0E3 0,0E0 n/d 0,028 

SNORD103B 3,7E3 0,0E0 n/d 0,028 

SNORD49A 5,5E3 0,0E0 n/d 0,028 

SNORD36C 7,6E3 0,0E0 n/d 0,028 

MIR369 1,3E4 0,0E0 n/d 0,028 

SNORD28 1,3E4 0,0E0 n/d 0,028 

MIR3182 3,1E4 0,0E0 n/d 0,028 

SNORD48 4,8E4 0,0E0 n/d 0,028 
(1)

 В данной таблице представлены результаты попарного сравнения профилей РНК 

фракций крови здоровых доноров и пациентов с ПКРЛ. Для сравнения использовали пакет 

программ Cuffdiff с параметром «cutoff 100». Для каждой фракции представлены 

транскрипты, отличающиеся повышенным и пониженным содержанием. Данные 

сортированы в порядке убывания log2. 
(2)

 Минимальные значения q-value - p-value с поправкой Бенджамини-Хохберга для 

сравнений наборов значений FPKM здоровых доноров и пациентов с ПКРЛ для каждой 

фракции крови с помощью CuffDiff. 
(3)

 Суммарное количество дифференциальных форм РНК (с увеличенным и пониженным 

вкладом), выявленных для каждой фракции при сравнении образцов здоровых доноров и 

пациентов с ПКРЛ. 
(4)

 Общее количество мРНК/микроРНК/мяоРНК/других нкРНК (включая днРНК, мтРНК, 

транскрибируемые геномные повторы рРНК, тРНК, мяРНК, мцРНК), отличавшихся 

повышенным или повышенным содержаниям во фракциях крови здоровых доноров и 

пациентов с ПКРЛ. 
(5)

 Для мРНК, имеющих несколько сплайс-изоформ, в таблице представлена изоформа с 

наибольшим значением log2 разницы сравнения FPKM. 
(6)

 В случае низкой представленнности индивидуальной формы РНК во фракции (нулевого 

значения FPKM), значение log2 не определяли (n/d). Данные сортированы по ненулевым 

значениям FPKM. 

 



 

Таблица А.12. Наиболее представленные дифференциально распределенные транскрипты 

фракций крови пациентов с аденокарциномой легкого (АКЛ) 

 

Фракция Изменение ID 
FPKM1(1) 

ЗД 

FPKM2(1) 

АКЛ 
log2 q(2) 

Общее количество(3) 

NM/miR/sno/другие(4) 

I. Клетки 

крови 

Повышение MIR517A 0,0E0 3,6E3 n/d(5) 0,020 
1 

0/1/0/0 

Понижение 

CCL24(6) 5,8E1 0,0E0 n/d 0,020 

10 
1/3/5/1 

SNORA49 1,1E3 0,0E0 n/d 0,020 

SNORD116-24 1,4E3 0,0E0 n/d 0,020 

SNORD72 6,4E3 0,0E0 n/d 0,020 

MIR301B 7,5E3 0,0E0 n/d 0,020 

MIRLET7E 9,2E3 0,0E0 n/d 0,020 

SNORD78 1,0E4 0,0E0 n/d 0,020 

MIR32 6,4E4 0,0E0 n/d 0,020 

TRNR(7) 1,0E7 1,8E5 -5,7 0,002 

II. Плазма 

Повышение 
MIR296 0,0E0 6,9E3 n/d 0,006 2 

1/1/0/0 METT5D1 3,4E1 8,3E3 7,9 0,041 

Понижение 

TRND(7) 3,0E5 0,0E0 n/d 0,027 

61 

17/3/26/15 

VTRNA1-1 5,3E4 0,0E0 n/d 0,006 

SNORD81 5,2E4 0,0E0 n/d 0,018 

SNORD38B 3,2E4 0,0E0 n/d 0,006 

SNORD75 3,1E4 0,0E0 n/d 0,008 

MIR3607 2,9E4 0,0E0 n/d 0,008 

MIR3182 2,7E4 0,0E0 n/d 0,006 

SNORD73A 2,7E4 0,0E0 n/d 0,016 

SNORD2 2,4E4 0,0E0 n/d 0,006 

SNORD38A 1,8E4 0,0E0 n/d 0,006 

SNORD58B 1,8E4 0,0E0 n/d 0,006 

III. 16 000 g 

осадок 
плазмы 

Повышение 

MIR194-1 0,0E0 1,1E4 n/d 0,029 

4 

0/3/0/3 

MIR933 0,0E0 2,1E4 n/d 0,029 

MIR4270 0,0E0 4,4E4 n/d 0,029 

D-loop(7) 4,5E2 1,2E4 4,7 0,006 

Понижение 

RPS15A 4,7E1 0,0E0 n/d 0,046 

4 

1/1/0/2 

AluYc1 1,0E4 0,0E0 n/d 0,008 

MIR4320 1,2E4 0,0E0 n/d 0,029 

HSATII(8) 1,6E5 0,0E0 n/d 0,008 

IV. 160 000 g  

осадок 

плазмы 

Повышение 

SNORD113 0,0E0 2,7E3 n/d 0,041 

4 

0/1/2/1 

SNORD78 0,0E0 1,2E4 n/d 0,041 

MIR520A 0,0E0 2,5E3 n/d 0,041 

D-loop(7) 5,6E2 5,9E3 3,4 0,049 

Понижение 

DEFB109P1 2,0E2 0,0E0 n/d 0,019 

12 
1/7/2/2 

SNORA33 1,4E3 0,0E0 n/d 0,019 

SNORD1B 2,8E3 0,0E0 n/d 0,019 

MIR596 2,8E3 0,0E0 n/d 0,035 

MIR3154 4,6E3 0,0E0 n/d 0,019 

MIR134 5,4E3 0,0E0 n/d 0,019 

MIR3124 6,9E3 0,0E0 n/d 0,019 

MIR510 9,7E3 0,0E0 n/d 0,019 

MIR409 9,8E3 0,0E0 n/d 0,019 

MIR449B 3,8E4 0,0E0 n/d 0,019 

c_tRNA-Pro(8) 4,0E5 0,0E0 n/d 0,016 

V. 160 000 g  

супернатант 

плазмы 

 

Повышение 

SNORD113 0,0E0 2,4E3 n/d 0,035 

5 
0/3/1/1 

MIR598 0,0E0 1,2E3 n/d 0,020 

MIR642A 0,0E0 1,2E3 n/d 0,020 

MIR1301 0,0E0 2,6E3 n/d 0,009 

FLJ41278 3,1E1 5,3E4 10,7 0,04 

Понижение  

MIR374C 9,5E3 0,0E0 n/d 0,009 
 

69 
7/19/37/6 

SNORD50A 9,6E3 0,0E0 n/d 0,005 

SNORD18A 1,0E4 0,0E0 n/d 0,012 
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Продолжение Таблицы А.12 

Фракция Изменение ID 
FPKM1(1) 

ЗД 

FPKM2(1) 

АКЛ 
log2 q(2) 

Общее количество(3) 

NM/miR/sno/другие(4) 

  

MIR409 1,3E4 0,0E0 n/d 0,005 

 

MIR376C 1,3E4 0,0E0 n/d 0,005 

SNORD59B 2,0E4 0,0E0 n/d 0,005 

SNORD48 2,6E4 0,0E0 n/d 0,005 

SNORD81 4,9E4 0,0E0 n/d 0,012 

SNORD29 5,9E4 0,0E0 n/d 0,005 

TRND(7) 1,3E6 0,0E0 n/d 0,021 
(1)

 В данной таблице представлены результаты попарного сравнения профилей РНК полученных 

для фракций крови здоровых доноров и пациентов с АКЛ. Для сравнения использовали пакет 

программ Cuffdiff с параметром «cutoff 100». Для каждой фракции представлены транскрипты, 

отличающиеся повышенным и пониженным содержанием. Данные сортированы в порядке 

убывания log2. 
(2)

 Минимальные значения q-value - p-value с поправкой Бенджамини-Хохберга для сравнений 

наборов значений FPKM здоровых доноров и пациентов с ПКРЛ и АКЛ для каждой фракции 

крови с помощью CuffDiff. 
(3)

 Суммарное количество дифференциальных форм РНК (с увеличенным и пониженным 

вкладом), выявленных для каждой фракции при сравнении образцов здоровых доноров и 

пациентов с АКЛ. 
(4)

 Общее количество мРНК/микроРНК/мяоРНК/других нкРНК (включая днРНК, мтРНК, 

транскрибируемые геномные повторы рРНК, тРНК, мяРНК, мцРНК), отличавшихся 

повышенным или повышенным содержаниям во фракциях крови здоровых доноров и пациентов 

с ПКРЛ. 
(5)

 Для мРНК, имеющих несколько сплайс-изоформ, в таблице представлена изоформа с 

наибольшим значением log2 разницы сравнения FPKM. 
(6)

 В случае низкой представленнности индивидуальной формы РНК во фракции (нулевого 

значения FPKM), значение log2 не определяли (n/d). Данные сортированы по ненулевым 

значениям FPKM. 
(7)

 Митохондриальные транскрипты. 
(8)

 Транскрибируемые геномные повторы. 

 

 


