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Одной из наиболее агрессивных детских опухолей является нейробластома: выжива-
емость на IV стадии составляет порядка 10-20% [1]. Гиперэкспрессия гена, кодирующего
урокиназный рецептор (uPAR) ассоциирована с негативным прогнозом течения нейробла-
стомы. Ранее нами было показано, что нокаут uPAR с помощью технологии CRISPR/Cas9
подавляет пролиферацию клеток нейробластомы Neuro2a, и ассоциировано со снижением
экспрессии мРНК гена рецептора нейротрофина ТrkC [2]. При этом ре-экспрессия кДНК
uPAR в Neuro2a с нокаутом uPAR не приводит к восстановлению уровня экспрессии ТrkC.

МикроРНК - малые некодирующие молекулы РНК (19-23 п.о.), участвующие в регу-
ляции экспрессии генов путём специфического связывания с 3’ НТО мРНК. Мы провели
поиск потенциальных при-микроРНК в гене uPAR с помощью программы miRNAFold [3].
В результате получили 265 структур, способных формировать шпильки длинной до 150
п.о. В качестве критериев к отбору пре-микроРНК использовали стабильность шпильки
(∆G6 -35ккал/моль) и наличие консенсусных участков в нуклеотидной последовательно-
сти (GHG мотив, UGU/GUG на 5’ терминальной петле и др.) для распознавания фермен-
том Drosha, который принимает участие в процессинге микроРНК [4]. Далее для четы-
рех найденных при-микроРНК мы подобрали праймеры, фланкирующие предсказанные
шпилечные структуры, т.е. к при-микроРНК с помощью сервиса NCBI Primer Blast. Мы
обнаружили, что одна из предсказанных нами при-микроРНК гомологична нескольким
интронам в гене TrkC, и, возможно, отражает потенциальный механизм регуляции его
экспрессии при участии гена uPAR.

В качестве матрицы для амплификации при-микроРНК нами была использована сум-
марная РНК из Neuro2a с различным уровнем экспрессии uPAR, выделенная с помощью
коммерческого набора RNEasy. Далее РНК обрабатывали ДНКазой I и проводили ре-
акцию обратной транскрипции (ОТ) с использованием случайных гексамеров в качестве
праймеров.

Дальнейшая работа будет посвящена определению потенциальных мишеней для вы-
бранных при-микроРНК и валидации методом ПЦР в реальном времени. С помощью плаз-
мидной трансфекции планируется оценить возможность процессинга выбранных структур
в зрелые микроРНК, а также их гомологию с микроРНК, аннотированными в mirDatabase.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ № 20-015-00186.
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