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Self-renewal of cultured pluripotent stem cells is a com-
plex process, which includes multiple functional and 
regulatory levels. Transcription factors, their target 
genes, chromatin modifiers, signaling pathways, and 
regulatory noncoding RNAs are involved in the main-
taining of self-renewal. Studies of molecular and genetic 
bases of maintaining self-renewal and pluripotency in 
cultured mammalian cells are important to understand 
processes in preimplantation embryogenesis and to 
develop efficient techniques to obtain pluripotent stem 
cell lines for experimental biology and medicine. Micro-
RNAs (miRNAs) play an important role in pluripotency 
maintaining and reprogramming. However,  involvement 
of this class of noncoding RNAs and functions of indivi-
dual molecules are poorly studied. The goal of this study 
was the search for the miRNAs potentially involved in 
the pluripotency maintaining and reprogramming of 
Rattus norvegicus cells. We analyzed the expression of 
miRNAs in rat embryonic stem cells, induced pluripotent 
stem cells and embryonic fibroblasts using bioinforma-
tic methods and data obtained with next generation 
sequencing. The analysis of differential expression be-
tween groups of rat pluripotent cells and fibroblasts, and 
the analysis of experimentally confirmed target genes 
of differentially expressed known rat miRNAs revealed 
novel potential players of pluripotency maintaining and 

Самообновление культивируемых плюрипотентных клеток – 
сложный процесс, объединяющий множество функциональных 
и регуляторных уровней. В поддержании самообновления кле ток 
принимают участие сеть транскрипционных факторов, ши рокий 
спектр их генов-мишеней, включая ферменты, регулиру ющие 
структуру хроматина, сигнальные каскады, а также контур, содер-
жащий систему регуляторных некодирующих РНК. Изуче ние мо-
лекулярно-генетических основ поддержания самооб новления и 
реализации свойства плюрипотентности культивируемых кле ток 
млекопитающих является крайне важной за да чей для понима-
ния процессов, происходящих в доимплантационном эмбриоге-
незе, а также для построения эффективных методик получения 
линий плюрипотентных стволовых клеток в интересах экспери-
ментальной биологии и медицины. Микро РНК (миРНК) играют 
важную роль в процессах поддержания плюрипотентного со-
стояния и репрограммирования клеток. Однако участие данного 
класса некодирующих РНК в представленных процессах и функ-
ции отдельных миРНК изучены недостаточно. Целью настоящего 
исследования был поиск миРНК, потенциально участвующих в 
процессах поддержания плюрипотентного состояния и репро-
граммирования клеток крысы Rattus norvegicus. С использовани-
ем методов биоинформатики и данных, полученных в результате 
секвенирования нового поколения, нами проанализирована 
экспрессия миРНК в эмбриональных стволовых клетках, индуци-
рованных плюрипотентных стволовых клетках и эмбриональных 
фибробластах крысы. Проведенный анализ диф ференциальной 
экспрессии между группами плюрипотентных клеток и фибро-
бластов, а также анализ проверенных экспериментально генов-
мишеней дифференциально экспрессирующихся известных 
миРНК крысы позволили выявить новых потенциальных участ-
ников процессов поддержания плюрипотентного состояния и 
репрограммирования. Кроме того, новые потенциальные участ-
ники этих процессов обнаружены среди ранее не аннотирован-
ных миРНК крысы. Использование биоинформатических подхо-
дов и методов системной биологии – первый необходимый шаг 
при выборе кандидатов для дальнейшего экспериментального 
изучения. Полученные результаты существенно дополняют 
представления о системе регуляции самообновления у такого 
модельного орга низма, как лабораторная крыса, и расширяют 
знания о данной системе у млекопитающих в целом.

Ключевые слова: плюрипотентность; микроРНК; системная 
биология.
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reprogramming processes. In addition, novel members 
of these processes were revealed among novel rat 
miRNAs. The use of bioinformatic and systems biology 
approaches is the first step, which is necessary for 
choosing candidates for the subsequent experimental 
studies. The results obtained substantially improve our 
understanding of the self-renewal regulation system 
of the laboratory rat, a popular biomedical object, and 
our knowledge about the system in mammals.

Key words: pluripotency; microRNA; system biology.

Плюрипотентные стволовые клетки (ПСК) могут быть  
дифференцированы в производные всех трех за-
родышевых листков. Известно два типа ПСК: эмб­

риональные стволовые клетки (ЭСК), получаемые из 
внут ренней клеточной массы бластоцист, и индуцирован­
ные плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК), получае­
мые путем сверхэкспрессии факторов плюрипотентности 
(Oct4, Sox2, Klf4 и c­Myc) из соматических клеток (Evans, 
Kaufman, 1981; Martin, 1981; Thomson et al., 1998; Taka-
hashi, Yamanaka, 2006). ПСК и их дифференцированные 
производные нашли широкое применение для изучения 
процессов, происходящих в раннем развитии, создания 
моделей генетических заболеваний и тестирования ле-
карственных препаратов. Для успешного получения, куль-
тивирования и применения ПСК необходимо понимание 
процессов и механизмов, участвующих в регуляции само-
обновления и поддержания плюрипотентного состояния, а 
также его реализации в ходе дифференцировки. В настоя-
щее время известно множество факторов, участвующих в 
регуляции этих процессов, в том числе транскрипционные 
факторы, эпигенетические механизмы, сигнальные каска-
ды, некодирующие РНК (Васькова и др., 2013; Vaskova 
et al., 2013; Hackett, Surani, 2014; Huang et al., 2015). 
Среди некодирующих РНК особое внимание уделяется 
микроРНК (миРНК) – коротким молекулам длиной от 
18 до 25 нуклеотидов, осуществляющим регуляцию экс-
прессии генов на посттранскрипционном уровне (Eulalio 
et al., 2008; Filipowicz et al., 2008). Участие в поддержании 
плюрипотентного состояния клеток мыши и человека 
показано для ряда миРНК, среди которых наиболее из-
вестны миРНК, закодированные в кластерах miR­ 290­295 
(miR­371­373 у человека), miR­302­367, а также миРНК 
семейства miR­200 (Calabrese et al., 2007; Huang et al., 
2015; Yuan et al., 2017). МиРНК крысы, в отличие от мыши, 
исследованы менее детально как в рамках процесса под-
держания плюрипотентности, так и в целом. Крыса Rattus 
norvegicus – один из классических объектов эксперимен-
тальной биологии. Однако ЭСК крысы впервые получены 
только в 2008 г. (Buehr et al., 2008; Li et al., 2008). ЭСК и 
ИПСК крысы культивируют в условиях отсутствия бычьей 
эмбриональной сыворотки с добавлением лейкемия­ин­
гибирующего фактора и ингибиторов Mek1/2 и Gsk3 ки­
наз. Ранее при сравнительном анализе транскриптома 

ПСК и эмбриональных фибробластов крысы был выяв-
лен ряд видоспецифичных особенностей поддержания 
плюрипотентного состояния (Vaskova et al., 2015). Таким 
образом, поиск новых миРНК, задействованных в данном 
процессе, необходим как для понимания уровня консер-
вативности тех или иных миРНК, так и для выявления 
новых участников. В настоящей работе проведен поиск 
новых участников процесса поддержа ния плюрипотент-
ного состояния среди миРНК на основании результатов 
полного секвенирования малых РНК, полученных из 
ЭСК, ИПСК и эмбриональных фибробластов крысы.

Материалы и методы
Анализ первичных данных секвенирования малых 
РНК. Использованы данные, полученные ранее в ходе 
секвенирования малых РНК ЭСК, ИПСК и эмбриональ-
ных фибробластов крысы и загруженные в базу данных 
SRA (SRX395433­395442). На первом этапе произведена 
фильтрация прочтений по качеству и удалена последова-
тельность адаптера при помощи FASTX Toolkit v0.0.14. 
Далее прочтения картировали на референсный геном 
R. norvegicus (версия rn5) и на референс рибосомальных 
РНК R. norvegicus из базы данных Silva с использованием 
программного обеспечения BWA v0.7.10­r806 (Gibbs et 
al., 2004; Quast et al., 2013). Известно, что миРНК имеют 
характерную длину от 18 до 25 нуклеотидов. Поэтому 
прочтения длиной менее 18 и более 27 нуклеотидов были 
удалены из дальнейшего анализа. Проведена фильтрация 
прочтений от известных повторенных последовательно-
стей класса РНК. В результате обработки получен набор 
«информативных прочтений». Подсчет уровня экспрес-
сии известных миРНК производили путем вычисления 
количества информативных прочтений, пересекающихся 
с координатами известных миРНК R. norvegicus из базы 
данных miRbase v21 (Griffiths­Jones et al., 2006). Норми­
рованный уровень экспрессии миРНК вычисляли по сле­
дующей формуле:
       

 x i  j  =
                              X  i   j  · 106

            (Количество информативных прочтений)i 
,

где i – образец, j – миРНК; X  i   j – количество прочтений, 
кар тированных на миРНК; x i  j – нормализованный уровень 
экспрессии (RPM, reads per million).
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Поиск микроРНК, участвующих в поддержании  
самообновления плюрипотентных клеток крысы 

Поиск новых миРНК крысы. Поиск новых миРНК 
крысы проведен с использованием программного обеспе­
чения miRanalyzer и miRDeep2. Для полученного набора 
новых миРНК произведена фильтрация против извест-
ных миРНК крысы и повторенных последовательностей 
класса РНК. Вторичные структуры пре­миРНК получены 
с использованием программного обеспечения RNAFold 
(Hofacker, 2003).

Анализ дифференциальной экспрессии миРНК меж-
ду группами плюрипотентных клеток и эмбриональ­
ных фибробластов крысы выполнен с использованием 
следующего подхода: произведен расчет уровня стати­
стической значимости различий экспрессии миРНК меж ду 
группами ПСК (ЭСК и ИПСК) и эмбриональных фи бро­
бластов с помощью программного пакета edgeR (Ro binson 
et al., 2010). Далее, для того чтобы повысить достовер-
ность данных, были введены критерии: 1) отношение 
средних значений экспрессии в группах должно быть не 
менее 3; 2) минимальное значение экспрессии миРНК в 
одной из групп должно быть в два раза больше максималь-
ного значения в другой группе. МиРНК, соответствующие 
данным критериям, считали дифференциально экспрес-
сирующимися.

Анализ проверенных экспериментально генов­ми­
шеней дифференциально экспрессирующихся извест­
ных миРНК. Проверенные экспериментально гены­ми­
шени миРНК человека, мыши и крысы загружены из 
базы данных MiRTarBase (Hsu et al., 2011). Выявленные 
гены­мишени прошли дополнительный отбор по измене-
нию уровня экспрессии относительно миРНК. Так, для 
миРНК, уровень экспрессии которых повышен в ПСК 
по сравнению с эмбриональными фибробластами, были 
отобраны только те гены­мишени, которые имеют снижен-
ный уровень экспрессии в ПСК, и наоборот. Применение 
этого подхода обусловлено основной функцией миРНК, 
выраженной в негативной регуляции экспрессии мРНК­
мишени. Использованные в нашей работе транскрип-
томные данные были получены ранее для тех же линий 
клеток (Vaskova et al., 2015). Анализ участия полученных 
генов­мишеней и дифференциально экспрессирующих-
ся известных миРНК крысы в процессах поддержания 
стволового состояния и мезенхимально­эпителиального 
перехода проведен с использованием программного обе-
спечения ANDSystem (Ivanisenko et al., 2015).

Результаты
Поиск потенциальных участников процесса поддер­
жания плюрипотентности путем анализа дифферен­
циальной экспрессии. Современные технологии сек-
венирования позволяют находить огромные массивы 
данных об экспрессии транскриптов. В нашей работе ис-
пользованы результаты, полученные при секвенировании 
малых РНК ЭСК, ИПСК и эмбриональных фибробластов 
крысы. Эти линии клеток получены и охарактеризованы 
ранее в лаборатории эпигенетики развития Института 
цитологии и генетики СО РАН (Vaskova et al., 2015). При 
обработке данных выявлена экспрессия 674 миРНК в ЭСК, 
ИПСК и эмбриональных фибробластах крысы. Одним 
из основных подходов при анализе транскриптомных 
данных является поиск генов, дифференциально экспрес-

сирующихся между типами клеток. В результате анализа 
дифференциальной экспрессии миРНК между группами 
ПСК и эмбриональных фибробластов обнаружено 219 
дифференциально­экспрессирующихся миРНК. При 
этом повышенный уровень экспрессии имеют 77 миРНК 
в ПСК и 142 – в эмбриональных фибробластах. На рис. 1 
представлена выборка из дифференциально­экспресси-
рующихся миРНК с наибольшим уровнем экспрессии 
в ПСК крысы. Среди миРНК с повышенным уровнем 
экспрессии в ПСК выявлены ранее известные молекулы, 
участвующие в поддержании плюрипотентности клеток 
мыши, такие как миРНК кластера miR­290­295 (miR­290, 
miR­291a, miR­291b, miR­292, miR­293, miR­294, miR­295) 
и семейства miR­200 (miR­200a, miR­200b, miR­200c, 
miR­141, miR­429). В настоящее время эти семейства 
наиболее изучены в контексте поддержания плюрипотент-
ного состояния, а также процесса репрограммирования 
к плюрипотентному состоянию (Calabrese et al., 2007; 
Leonardo et al., 2012; Huang et al., 2014). Для ряда других 
миРНК, например кластера miR­182­96­183, ранее пока-
зана экспрессия в ПСК мыши, но не известны функции 
и гены­мишени (Zhao et al., 2014). Экспрессия данного 
кластера выявлена нами также в ПСК крысы. Кроме 
того, обнаружено 14 миРНК, локализованных в участке 
размером около 45 т. п. н. на длинном плече Х­хромосомы 
(Xq37): miR­743a, miR­743b, miR­742, miR­883, miR­471, 
miR­3551, miR­741, miR­463, miR­880, miR­878, miR­881, 
miR­871, miR­3580, miR­465. Высокий уровень экспрес-
сии в ПСК, а также его снижение при дифференцировке, 
что было ранее показано для miR­741­3p и miR­743a­3p, 
позволяют предположить участие данных миРНК в про-
цессе поддержания плюрипотентного состояния.

Поиск потенциальных участников процесса под-
держания плюрипотентности путем анализа генов­
ми шеней миРНК. Известно, что миРНК осуществляют 
репрессию генов путем связывания с мРНК­мишенью 
в комплексе RISC (RNA­induced silencing complex), что 
приводит к деградации целевой мРНК или ингибирова-
нию процесса трансляции (Filipowicz et al., 2008). При 
этом каждая отдельная миРНК может регулировать мно-
жество мРНК (Bartel, 2009). Важный этап при анализе 
миРНК – поиск генов­мишеней. В настоящее время раз-
работано множество программ для поиска потенциальных 
генов­мишеней миРНК. Среди наиболее известных –  
TargetScan v7.0 (Agarwal et al., 2015), miRanda v3.3a (Betel 
et al., 2008), TargetSpy v1.1 (Sturm et al., 2010). Основным 
недостатком поиска потенциальных генов­мишеней яв-
ляется высокая доля ложноположительных результатов 
(Yue et al., 2009). Для того чтобы повысить достоверность 
результатов, в анализе рассматривались только проверен-
ные экспериментально гены­мишени для списка миРНК. 
Одна из наиболее полных баз данных проверенных экс-
периментально генов­мишеней миРНК – MiRTarBase 
(Hsu et al., 2011).

В нашей работе в результате поиска по базе данных 
MiRTarBase выявлено 457 генов для миРНК, дифферен-
циально­экспрессирующихся между группами ПСК и 
эмбриональных фибробластов крысы. Чтобы выявить 
миРНК, участвующие в процессе поддержания стволового 
состояния, полученные списки генов и дифференци-
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ально­экспрессирующихся миРНК проанализировали с 
использованием программного обеспечения ANDSystem 
(Ivanisenko et al., 2015). Эта программа позволяет рекон-
струировать генные сети на основе информации о взаимо-
действиях между изучаемыми генами, белками, миРНК, 
метаболитами и др. и их участии в различных процессах, 
полученной из баз данных опубликованных научных ста-
тей и информационных ресурсов. В полученной генной 
сети представлены известные маркеры плюрипотентного 
состояния, такие как Nanog, Sox2, Esrrb, Nodal и Lin28a 
(рис. 2, а) (Huang et al., 2015), в ней присутствуют также 
миРНК miR­429 и miR­183 с повышенным уровнем экс-
прессии в ПСК. Можно предположить, что эти миРНК за-
действованы в процессе поддержания плюрипотентности 
у крысы. Кроме того, в данной сети участвуют миРНК, 
вовлеченные в процесс негативной регуляции плюрипо-
тентного состояния клеток мыши и человека, такие как, 
например, miR­145 и представители семейства let­7 (Xu 
et al., 2009; Rahkonen et al., 2016). В сети представлены 
также миРНК семейства miR­181, регулирующие Tcl1a и 
Wnt3a. Ранее Tcl1a был использован в качестве одного из 
факторов репрограммирования клеток человека (Picanço­
Castro et al., 2011). Wnt3a – участник сигнального пути 
Wnt, активация которого необходима для поддержания 
плюрипотентного состояния клеток крысы (Buehr et al., 
2008; Li et al., 2008). 

Кроме того, дифференциально­экспрессирующиеся 
миРНК и их экспериментально подтвержденные гены­
мишени проанализированы на участие в мезенхимально­
эпителиальном переходе (МЭП), ключевом процессе на-
чального этапа репрограммирования соматических клеток 
к плюрипотентному состоянию (рис. 2, б) (Samavarchi­ 
Tehrani et al., 2010). Одним из основных генов, повыша-
ющих уровень экспрессии на начальных этапах репро-
граммирования, является Cdh1, кодирующий E­cadherin и 
способствующий МЭП (An et al., 2017). Cdh1 представлен 
в сети МЭП. В этой сети участвуют три миРНК, две из 
которых имеют повышенный уровень экспрессии в ПСК 
(miR­182 и miR­429), одна миРНК (miR­615) имеет по-
вышенный уровень экспрессии в фибробластах. miR­ 429 
относится к семейству miR­200, которое способствует 

начальным этапам репрограммирования фибробластов 
мыши к плюрипотентному состоянию (Samavarchi­Tehrani 
et al., 2010). miR­182, как известно, повышает уровень 
экспрессии при репрограммировании фибробластов мыши 
(Chen et al., 2012). Участие miR­182 в сети МЭП свиде-
тельствует о том, что эта миРНК может способствовать 
репрограммированию путем активации данного процес­ 
са. С другой стороны, miR­615, экспрессия которой сни-
жается при переходе к состоянию плюрипотентности, 
может являться потенциальным ингибитором процесса 
репрограммирования. Таким образом, представленный 
подход, основанный на методах системной биологии 
и биоинформатики, позволил выявить потенциальных 
участников процессов поддержания плюрипотентности 
и репрограммирования для их дальнейшего эксперимен-
тального изучения.

Поиск потенциальных участников процесса поддер­
жания плюрипотентности среди новых, ранее не анно­
тированных миРНК крысы. Новые участники процесса 
поддержания плюрипотентности могут быть выявлены 
среди не только известных, но и ранее не аннотированных 
миРНК. Последняя версия базы данных миРНК mirBase 
v 21 (http://mirbase.org/) содержит 765 зрелых миРНК 
крысы, в то время как количество известных зрелых 
миРНК мыши и человека составляет 1 915 и 2 588 соот-
ветственно (Griffiths­Jones et al., 2006). Для поиска новых 
миРНК существует ряд доступных программ, например 
miRanalyzer (Hackenberg et al., 2011) и miRDeep2 (Fried-
lander et al., 2012). В результате поиска новых миРНК кры-
сы с использованием приведенных программ и анализа 
дифференциальной экспрессии выявлено 10 новых зрелых 
миРНК с повышенным уровнем экспрессии в ПСК, 4 из 
10 миРНК не имеют известных гомологов. Причем 2 из 
этих 4 миРНК представляют собой зрелые формы (5ʹ­ и 
3ʹ­плечи) одной пре­миРНК. Остальные 6 миРНК имеют 
известные гомологи у мыши и человека.

Среди новых миРНК крысы выявлены гомологи miR­
302a и miR­302b мыши (рис. 3, a и б). Известно, что дан­
ные миРНК участвуют в регуляции плюрипотентного 
состояния мыши и человека, однако не были обнаружены 
ранее у крысы (Jouneau et al., 2012). Кроме того, в локусе 
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Fig. 1. Upregulated miRNAs in rat pluripotent stem cells compared to embryonic fibroblasts. 
(a) Top 30 miRNAs with the highest expression levels in PSCs. (b) Top 5 miRNAs with the highest expression levels in PSCs.
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miR­290­295 выявлена новая миРНК, гомологичная miR­ 
372 человека (см. рис. 3, в). Кластер miR­290­295 мыши и 
гомологичный ему miR­371­373 человека играют значи-
тельную роль в поддержании плюрипотентного состояния 
(Cao et al., 2015; Yuan et al., 2017). MiR­147, гомолог кото-
рой найден нами у крысы, участвует в активации МЭП, 
опосредованно активируя экспрессию CDH1 в клетках 
рака толстой кишки и легких человека (Lee et al., 2014). 

Предположительно, данная миРНК может действовать 
по аналогичному механизму в ходе репрограммирования. 
Найдена миРНК, гомологичная miR­18b мыши. Известно, 
что miR­18b мыши и человека локализуется в кластере 
miR­106a­363, экспрессия которого активируется в ходе 
репрограммирования (Chen et al., 2012).

Среди новых миРНК крысы, не имеющих известных 
гомологов у других видов, обнаружена миРНК, локали-

Fig. 2. Gene network that includes differentially expressed miRNAs and their experimentally confirmed target genes involved:

а – stem cell maintenance; б – mesenchyme-to-epithelium transition.

а

b
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зованная на X­хромосоме, с высоким уровнем экспрессии 
в ПСК крысы (см. рис. 3, г). Повышенный уровень экс­
прессии этой миРНК наблюдается как у 5ʹ­, так и 3ʹ­плеча. 
Однако уровень экспрессии 3ʹ­плеча гораздо выше чем у 
5ʹ­плеча, это показывает, что гены­мишени следует искать 
для 3ʹ­плеча данной миРНК. Таким образом, на основе 
результатов тотального секвенирования малых РНК нами 
выделены кандидаты для дальнейшего анализа среди но­
вых, ранее не аннотированных миРНК крысы.

Обсуждение
Система регуляции плюрипотентного состояния пред­
ставляет собой сложную сеть взаимодействий множества 
факторов, среди которых значимую роль играют некоди­
рующие РНК, и в частности миРНК. В настоящее время 
аннотировано около двух тысяч зрелых миРНК в геноме 
мыши и почти тысяча – в геноме крысы. Использование 
подходов системной биологии и биоинформатики необ­
ходимо для установления потенциальных участников про­
цесса поддержания плюрипотентности. В представлен­
ном нами подходе можно выделить несколько основных 
эта пов: 1) анализ уровня экспрессии известных миРНК; 
2) поиск новых, ранее не аннотированных миРНК; 3) уста­
новление дифференциально­экспрессирующихся миРНК 
между группами плюрипотентных и соматических клеток; 
4) поиск потенциальных и проверенных эксперименталь­
но генов­мишеней дифференциально­экспрессирующихся 
миРНК; 5) анализ потенциальных и проверенных экспери­
ментально генов­мишеней с использованием ANDSystem 
(Ivanisenko et al., 2015).

Анализ генов­мишеней является одним из ключевых 
моментов при изучении функций конкретных молекул 
миРНК. Однако при анализе проверенных эксперимен­
тально генов­мишеней следует отметить следующие про­
блемы. Так, для различных пар миРНК–мРНК отлича ется 
методика, применяемая для экспериментального под­

тверждения. Наиболее достоверными считаются ме тод 
с использованием люциферазных конструкций и ана­
лиз количества белка с помощью вестерн­блоттинга при 
трансфекции миРНК (Long, Lahiri, 2011). Менее строгие 
дока зательства пары миРНК–мРНК получены при анализе 
транскриптомных данных, путем сравнения уровней экс­
прессии либо в различных типах клеток, либо при транс­
фекции миРНК в клетки и анализе изменений в экспрессии 
мРНК (Thomas et al., 2010). В таких случаях влияние 
миРНК может быть опосредованным. Кроме того, гены­
мишени миРНК, экспериментально подтвержденные для 
определенного типа клеток, могут не регулироваться этой 
миРНК в другом типе клеток.

В результате проведенного нами исследования сфор­
мирован список миРНК­кандидатов для дальнейшей экс­
периментальной проверки, которая позволит подтвердить 
или опровергнуть участие данных миРНК в процессе 
поддержания плюрипотентности. Одним из способов 
подтверждения участия миРНК в поддержании плюри­
потентности является нокаут с дальнейшим анализом 
состояния клеток и экспрессии маркеров плюрипотент­
ности. Современные технологии редактирования генома 
позволяют провести нокаут миРНК путем внесения мута­
ций в район, необходимый для процессинга миРНК, что 
вызывает нарушение созревания миРНК либо удаление 
кодирующей последовательности из генома (Chang et al., 
2016; Liu et al., 2016). Применение системы CRISPR/ Cas9 
с двумя направляющими РНК приводит к делеции участка 
генома между сайтами внесения двуцепочечных разры­
вов (Essletzbichler et al., 2014). Данный подход успешно 
применяется для нокаута как миРНК, так и длинных 
не кодирующих РНК (Ho et al., 2015; Zhu et al., 2016). 
Реа лизация этого подхода станет следующим этапом 
изу чения выбранных нами миРНК­кандидатов в про­
цессе поддержания плюрипотентного состояния клеток 
крысы.

Fig. 3. Nucleotide alignments and secondary structures of novel rat miRNAs with known mouse and human homologs: 
(a) miR-302a, (b) miR-302b, (c) miR-372. (d) Secondary structure of a novel rat miRNA, which is expressed at a high level in pluripotent stem cells.
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