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Обоснование. Колоректальный рак (КРР) – одно 
из наиболее распространенных онкологических 
заболеваний с высокой смертностью. «Золотым 
стандартом» диагностики КРР признан инва-
зивный метод оптической (эндоскопической) 
колоноскопии. Перспективное направление – 
разработка неинвазивных методов диагно-
стики КРР с  использованием кольцевых РНК  
(кольцРНК). Одним из наиболее чувствительных 
неинвазивных методов детекции РНК-маркеров 
онкопатологии считается биосенсорный ме-
тод с использованием чипов с нанопроводами 
(НП-чипов) с  иммобилизованными на  их по-
верхности оДНК-зондами (фрагментами ДНК-
олигонуклеотидов). Ранее показано, что с КРР 
ассоциированы кольцРНК hsa_circ_0136666_CBC1, 
hsa_circ_0031263_CBC1 и hsa_circ_0072715_CBC1.
Цели – определение нижнего предела концентра-
ционной чувствительности детекции кольцРНК, 
ассоциированных с развитием КРР, при помощи 
НП-чипов с иммобилизованными оДНК-зондами; 
демонстрация применимости этих чипов для не-
инвазивной детекции кольцРНК в плазме крови 
с целью диагностики КРР; определение возмож-
ности использования НП-чипов для выявления 
ранних стадий КРР.
Материал и  методы. Для обеспечения био-
специфического связывания кольцРНК hsa_
circ_0136666_CBC1, hsa_circ_0031263_CBC1 
и hsa_circ_0072715_CBC1 – маркеров КРР – на по-
верхность нанопроводов были иммобилизованы 

оДНК-зонды, нуклеотидные последовательности 
которых комплементарны целевым кольцРНК. 
На  I  этапе исследования определяли нижний 
концентрационный предел обнаружения целе-
вых молекул, для чего использовали их аналоги – 
синтетические модельные оДНК с нуклеотидны-
ми последовательностями, комплементарными  
оДНК-зондам. На  II этапе применяли НП-чипы 
с иммобилизованными оДНК-зондами для детек-
ции кольцРНК в образцах плазмы крови больных 
с подтвержденным диагнозом КРР. В качестве кон-
трольных использовали образцы от пациентов 
без онкопатологии.
Результаты. Нижний концентрационный пре-
дел обнаружения ДНК-аналогов кольцРНК 
hsa_circ_0136666_CBC1, hsa_circ_0031263_CBC1 
и hsa_circ_0072715_CBC1 с помощью НП-чипов 
с оДНК-зондами составил 10-16 М.  При анализе об-
разцов суммарной РНК, выделенной из плазмы 
крови пациентов с КРР, наблюдали существенный 
рост уровня сигнала от чувствительных элемен-
тов НП-чипа. При анализе образцов, выделенных 
из плазмы крови пациентов без онкологических 
заболеваний, изменение уровня сигнала от на-
нопроводов было незначительным, что свиде-
тельствовало об отсутствии детектируемых кон-
центраций целевых кольцРНК в плазме крови 
пациентов без онкопатологии.
Заключение. Установлена минимальная де-
тектируемая концентрация кольцРНК hsa_
circ_0136666_CBC1, hsa_circ_0031263_CBC1 

и  hsa_circ_0072715_CBC1, ассоциированных 
с развитием КРР, с помощью НП-чипов с иммо-
билизованными оДНК-зондами: она составила 
10-16 М.  Экспериментально продемонстрирована 
применимость таких НП-чипов для неинвазивной 
детекции указанных кольцРНК-маркеров в образ-
цах суммарной РНК, выделенной из плазмы крови 
больных КРР.
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Колоректальный рак (КРР) – одно из наи-
более распространенных онкологических 
заболеваний с высокой смертностью, ха-
рактеризующееся устойчивой тенденцией 

дебюта в возрастной группе младше 50 лет [1, 2]. 
Согласно мировой статистике, КРР занимает 3–4-е 
место в структуре заболеваемости онкопатологией 
в Европе, Китае и Северной Америке [3] и вышел 
на 2-е место среди причин смерти от онкологиче-
ских заболеваний [4].

Сегодня «золотым стандартом» в диагностике 
КРР признана оптическая (эндоскопическая) коло-
носкопия, играющая центральную роль в програм-
мах скрининга пациентов. Этот метод позволяет 
выявлять не только злокачественные образования 
в прямой кишке, но и предраковые изменения, 

такие как аденоматозные полипы и зубчатые аде-
номы [5, 6]. Вместе с тем метод имеет существенное 
ограничение – необходимость предварительной 
подготовки (очищения кишечника), что часто свя-
зано с использованием медикаментозных препара-
тов (слабительных) и дополнительных процедур 
(клизм) [7]. Негативная реакция на предваритель-
ную подготовку может служить причиной отказа 
пациента от процедуры колоноскопии [6]. Важно 
отметить, что эндоскопическая колоноскопия – 
инвазивный метод [8, 9], болезненный для пациен-
та [9]. Ирригоскопия, популярный в медицинской 
практике и альтернативный колоноскопии метод, 
также относится к инвазивным [8], при этом его 
чувствительность относительно колоноскопии 
значительно ниже [7].
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Указанные обстоятельства определяют необхо-
димость разработки и внедрения в клиническую 
практику неинвазивных методов диагностики 
заболеваний прямой кишки [9]. Перспективным 
подходом считают жидкую биопсию, принцип ко-
торой заключается в детекции циркулирующих 
в крови пациента ДНК опухолевых клеток и дру-
гих нуклеиновых кислот (микроРНК и длинных 
некодирующих РНК), ассоциированных с развити-
ем онкологического заболевания [10]. МикроРНК 
как маркеры могут быть неспецифичными к кон-
кретным онкологическим заболеваниям [11]. 
Кольцевые (циркулярные) РНК (кольцРНК), на-
против, обладают потенциалом в плане исполь-
зования в качестве маркеров онкологических за-
болеваний, так как по сравнению с микроРНК их 
замкнутая структура более стабильна и они имеют 
более высокую клеточную и тканевую специфич-
ность [12, 13].

КольцРНК – уникальный класс биологиче-
ски активных молекул РНК, пространственная 
структура которых представляет собой замкну-
тую петлю [14, 15]. Установлено, что кольцРНК 
образуются посредством обратного сплайсин-
га линейных РНК с формированием ковалент-
ной связи [14, 15]; кольцРНК экспрессируются 
в тканях [16], но при этом широко представлены 
(циркулируют) в крови [17, 18] и обнаруживаются 
в плазме крови [18]. В отличие от линейных РНК, 
кольцРНК не имеют 5 -́ и 3 -́концов и, соответ-
ственно, более химически стойки (в частности, 
устойчивы к воздействию экзонуклеаз) [15], что 
определяет их преимущество в качестве марке-
ров. К основным функциям кольцРНК относят 
контроль линейного сплайсинга РНК и участие 
в экспрессии генов [19, 20]. При развитии рака 
экспрессия кольцРНК нарушается за счет раз-
личных механизмов, таких как амплификация 
или делеция генов кольцРНК, аномальный кон-
троль транскрипции кольцРНК, дефекты в меха-
низме биогенеза кольцРНК [21]. Уровень кольц- 
РНК в  опухолевой ткани (и, соответственно, 
концентрация в крови) по сравнению со здоро-
вой может быть как пониженным [22, 23], так 
и повышенным [24]. Как следствие, изменение 
уровня конкретной маркерной кольцРНК в ткани 
(и, соответственно, в плазме крови) может свиде-
тельствовать о наличии заболевания.

J.N. Guo и соавт. показали, что при КРР уровень 
экспрессии кольцРНК hsa_circ_0000069 повышен 
и связан с пролиферацией, миграцией и инвазией 
опухолевых клеток [25]. X. Zhang и соавт. установили 
роль hsa_circ_0020397 в патогенезе КРР, выявив свой-
ство этой кольцРНК регулировать жизнеспособность 

клеток при КРР, их апоптоз и инвазию [26]. S. Chen 
и соавт. идентифицировали 10 245 дифференциаль-
но экспрессируемых кольцРНК (6264 с повышен-
ной регуляцией и 3981 с пониженной), уровень трех 
из них повышался при КРР: hsa_circ_0136666_CBC1, 
hsa_circ_0031263_CBC1 и hsa_circ_0072715_CBC1 
[16]. Таким образом, появилась возможность прак-
тического применения кольцРНК, в  частности 
hsa_circ_0136666_CBC1, hsa_circ_0031263_CBC1 
и hsa_circ_0072715_CBC1, в качестве биомаркеров 
в неинвазивных методах диагностики КРР. При этом 
ключевым аспектом следует признать чувствитель-
ность метода детекции маркеров КРР.

Среди наиболее чувствительных неинвазив-
ных методов детекции РНК-маркеров онкологиче-
ских заболеваний выделяется биосенсорный ме-
тод с использованием чипов с чувствительными 
(сенсорными) элементами нанометрового размера 
(нанопроводами, НП) [27–33]. Высокую чувстви-
тельность этого метода обеспечивает именно ма-
лый размер НП [34]. Для детекции РНК-маркеров 
используют ДНК-зонды (англ. DNA probe) – фраг-
менты ДНК, которые применяют для гибриди-
зации с  комплементарными участками РНК 
и, следовательно, для идентификации таких мо-
лекул. В этом методе на поверхности НП-чипа 
иммобилизуют олигонуклеотидные ДНК-зонды 
(оДНК-зонды), комплементарные детектируемым 
молекулам РНК. Комплементарность оДНК-зон-
дов целевым молекулам РНК обеспечивает их 
биоспецифическое связывание с поверхностью 
НП-чипа. В результате образованной связи из-
меняется физическая характеристика (электри-
ческая проводимость) НП. Это изменение и ре-
гистрируют в  процессе анализа исследуемого 
образца на предмет содержания в нем целевой 
РНК [27–33].

Цели настоящей работы – определение ниж-
него предела концентрационной чувствительно-
сти детекции кольцРНК (hsa_circ_0136666_CBC1, 
hsa_circ_0031263_CBC1 и hsa_circ_0072715_CBC1), 
ассоциированных с развитием КРР, при помощи 
НП-чипов с иммобилизованными оДНК-зонда-
ми; демонстрация применимости этих чипов для 
неинвазивной детекции кольцРНК в плазме крови 
с целью диагностики КРР; определение возмож-
ности использования НП-чипов для выявления 
ранних стадий КРР.

Материал и методы
Дизайн исследования
Проведено экспериментальное одномоментное 
выборочное исследование применимости НП-
чипов с иммобилизованными оДНК для детекции 
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целевых кольцРНК hsa_circ_0136666_CBC1, hsa_
circ_0031263_CBC1 и  hsa_circ_0072715_CBC1, 
ассоциированных с развитием КРР. Дизайн ис-
следования предусматривал сбор образцов биоло-
гического материала (крови) от пациентов с КРР 
и пациентов без онкопатологии, подготовку об-
разцов (в том числе выделение РНК из образцов 
плазмы крови) и проведение измерений для выяв-
ления в исследуемых образцах целевых кольцРНК 
(hsa_circ_0136666_CBC1, hsa_circ_0031263_CBC1 
и hsa_circ_0072715_CBC1). Исследование вклю-
чало в себя подготовительный и два основных 
этапа.

На подготовительном этапе проводили иммо-
билизацию оДНК-зондов, комплементарных целе-
вым кольцРНК, на поверхности чувствительных 
элементов НП-чипов и проверку эффективности 
иммобилизации оДНК-зондов.

На I основном этапе определяли нижний кон-
центрационный предел обнаружения целевых 
молекул нуклеиновых кислот с использованием 
НП-чипов с иммобилизованными оДНК, компле-
ментарными целевым молекулам. Для этого про-
водили измерения с использованием НП-чипов 
и очищенных буферных растворов с известной 
концентрацией модельных оДНК, нуклеотидные 
последовательности которых соответствовали та-
ковым целевых кольцРНК: hsa_circ_0136666_CBC1, 
hsa_circ_0031263_CBC1 и hsa_circ_0072715_CBC1.

На II основном этапе исследовали примени-
мость НП-чипов с иммобилизованными оДНК 
для детекции трех целевых кольцРНК в образцах 

РНК, выделенных из плазмы крови больных КРР. 
В качестве контрольных использовали образцы 
РНК, выделенные из плазмы крови пациентов без 
онкопатологии.

Образцы биоматериала и их подготовка 
для исследования
Образцы плазмы крови принадлежали больным 
с  подтвержденным диагнозом КРР, контроль- 
ные – пациентам без онкологических заболеваний. 
В табл. 1 обобщена основная информация о паци-
ентах. Все образцы были взяты из Национального 
медицинского исследовательского центра онко-
логии им. Н.Н. Блохина и Института урологии 
и репродуктивного здоровья человека Первого 
Московского государственного медицинского уни-
верситета им. И.М. Сеченова Минздрава России 
(Сеченовского Университета).

Забор крови пациентов проводили из локтевой 
вены натощак во время медицинского обследо-
вания. Образцы крови помещали в контейнеры, 
содержащие антикоагулянт – 3,8% цитрат натрия 
(S-Monovette, SARSTEDT, ФРГ), и центрифугирова-
ли при комнатной температуре и 3000 об/мин в те-
чение 6 мин. Полученные таким образом образцы 
плазмы крови хранили в замороженном состоянии 
при (-80) °C до их использования в экспериментах.

Выделение суммарной РНК, включая кольц-
РНК, из образцов плазмы крови проводили по со-
ответствующему протоколу производителя набора 
ExtractRNA (Евроген, Россия).

Таблица 1. Информация об исследуемых и контрольных образцах плазмы крови

Образцы (№) Возраст пациента, годы Пол Стадия TNM

Колоректальный рак:

К193 65 м T3N0M0 (IIa)

К114 67 м T4N0M0 (IIb)

К10 65 м T3N0M0 (IIa)

13 54 ж T2N0M0 (I)

17 51 м T2N0M0 (I)

26 63 ж T3N0M0 (IIa)

Контроль (без онкопатологии):

26р 55 ж T0N0M0

12р 40 ж T0N0M0 

TNM – система стадирования рака, предложенная Американским объединенным комитетом по изучению рака (American Joint Committee on Cancer, AJCC); ж – женщина;  
м – мужчина
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принцип детекции нуклеиновых кислот при помо-
щи таких НП-чипов и используемая для этого ап-
паратура детально описаны в наших предыдущих 
публикациях [30–33, 37, 38]. Фотоизображение по-
верхности НП-чипа представлено на рис. 1. На по-
верхности одного такого чипа имеется 10 отдель-
ных чувствительных НП.

Для использования НП-чипов в экспериментах 
по детекции нуклеиновых кислот на поверхно-
сти чувствительных элементов иммобилизовали 
оДНК-зонды по процедуре, описанной в наших 
работах [30–33, 37, 38]. Поверхность НП-чипа пред-
варительно силанизировали в парах 3-аминопро-
пилтриэтоксисилана для обеспечения иммоби-
лизации оДНК-зондов и затем непосредственно 
иммобилизовали оДНК-зонды на силанизирован-
ной поверхности отдельных чувствительных эле-
ментов НП-чипа. Эффективность процедур сила-
низации поверхности НП-чипа и иммобилизации 
оДНК-зондов на этой поверхности контролирова-
ли по сдвигу вольт-амперных характеристик (ВАХ) 
НП [30–33, 37, 38].

Типичные кривые ВАХ, полученные в экспе-
риментах, приведены на рис. 2: мы наблюдали 
смещение ВАХ в сторону более высоких значений 
напряжения на затворе (Vg) как после силанизации 
НП-чипа, так и после иммобилизации оДНК-зон-
дов на поверхности НП (между его контактами). 
Данный факт подтверждает эффективность им-
мобилизации оДНК-зондов и позволяет использо-
вать НП-чип в экспериментах по детекции целевых 
кольцРНК.

Иммобилизованные на поверхности чувстви-
тельных элементов НП-чипа оДНК-зонды были 
приобретены в ЗАО «Евроген» (Москва, Россия). 
Характеристики оДНК-зондов (их нуклеотидные 
последовательности и комплементарные им целе-
вые кольцРНК), иммобилизованных на поверх-
ности НП и обозначенных как probe_1 (зонд_1), 
probe_2 (зонд_2), probe_3 (зонд_3), приведены 
в табл. 2. Для обеспечения иммобилизации на по-
верхность НП оДНК-зонды имели на 5´-конце 
дополнительно введенную аминогруппу [30–33, 
37, 38].

Определение нижнего концентрационного 
предела обнаружения целевых кольцевых РНК при 
помощи модельных олигонуклеотидов ДНК
В экспериментах по определению предела обна-
ружения целевых кольцРНК мы использовали их 
аналоги – синтетические модельные оДНК, ну-
клеотидные последовательности которых ком-
плементарны как оДНК-зондам, так и целевым 
кольцРНК, ассоциированным с развитием КРР. 

Подготовка нанопроводных чипов 
для исследования
Метод нанопроводной детекции с использованием 
кремниевых НП-чипов был разработан нами ра-
нее [35, 36]. Технология изготовления чипов под-
робно изложена в работах [31, 32, 37]. Физический 

Рис. 1. Поверхность нанопроводного чипа. На выноске 
показано увеличенное оптическое изображение 
чувствительного элемента чипа (нанопровода)

Рис. 2. Оценка эффективности силанизации нанопроводного 
чипа и иммобилизации ДНК-олигонуклеотидных зондов 
(оДНК-зондов) на поверхности чувствительного элемента 
чипа (нанопровода, НП) путем измерения вольт-амперных 
характеристик (ВАХ) НП-1; Ids (отн. ед.) – сила тока/сигнала 
между контактами НП-1 (сток – исток); Vg (В) – постоянное 
напряжение на затворе. Экспериментальные условия: 1 мМ 
калий-фосфатный буферный раствор (pH = 7,4), напряжение 
на затворе Vg от 0 до 50 В, напряжение между контактами НП 
(напряжение «сток – исток») Vds = 0,1 В
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раствор, содержащий оДНК, откачивали из изме-
рительной ячейки и добавляли в нее чистый 1 мМ 
КФБ, в конце промывали ячейку и НП-чип 50 мл 
горячей (90 °C) деионизированной воды. После это-
го повторяли весь цикл, проводя аналогичные изме-
рения с использованием раствора модельного оДНК 
с более высокой концентрацией: 10-16 (10-15 и 10-14) М.

Детекция целевых кольцевых РНК в плазме крови 
пациентов с колоректальным раком
С целью исследования применимости НП-чипов 
с иммобилизованными оДНК для детекции це-
левых кольцРНК hsa_circ_0136666_CBC1, hsa_
circ_0031263_CBC1 и  hsa_circ_0072715_CBC1 
в  плазме крови проводили измерения с  ис-
пользованием НП-чипа с иммобилизованными  
оДНК-зондами и образцов РНК, выделенных 
из плазмы крови больных КРР либо пациентов 
без онкологических заболеваний (контрольные 
образцы). В этих экспериментах также регистри-
ровали изменение сигнала, полученного от чув-
ствительных элементов НП-чипа, в зависимо-
сти от времени. Измерения проводили в 1мМ 
КФБ (pH = 7,4). В этих экспериментах 7 мкл 1 мM 
КФБ, содержащего суммарную РНК, выделен-
ную из исследуемого образца плазмы крови, до-
бавляли в измерительную ячейку, которая была 

Последовательности модельных оДНК, опреде-
ленные при помощи ресурса circBank (http://www.
circbank.cn/), приведены в табл. 3.

Для того чтобы установить минимальную 
концентрацию, необходимую для обнаружения 
целевых биомолекул, проводили измерения с ис-
пользованием НП-чипа с иммобилизованными 
оДНК-зондами с применением модельных оДНК, 
аналогичных выбранным участкам целевых кольц-
РНК: регистрировали изменение сигнала, полу-
ченного от чувствительных элементов НП-чипа, 
в зависимости от времени. Измерения проводи-
ли в 1 мМ калий-фосфатном буферном растворе 
(КФБ, pH = 7,4) аналогично описанной ранее ме-
тодике, при постоянном напряжении на затворе 
Vg = 35 В и напряжении между контактами НП 
(сток – исток) Vds = 0,1 В [30–33, 37, 38]. В экспери-
ментах 150 мкл 1 мM КФБ, содержащего фиксиро-
ванную концентрацию (10-17, 10-16, 10-15 или 10-14 М) 
модельного оДНК, добавляли в измерительную 
ячейку, которая была установлена на НП-чипе и со-
держала 300 мкл 1 мM КФБ. Первыми выполняли 
измерения с использованием раствора, содержаще-
го наименьшую концентрацию модельного оДНК 
(10-17 М). После добавления раствора модельного 
оДНК и измерения сигнала, полученного от чув-
ствительных элементов НП-чипа, в течение 10 мин 

Таблица 3. Используемые модельные олигонуклеотиды ДНК с последовательностями, соответствующими целевым участкам кольцевой РНК 
и комплементарными оДНК-зонду 

Модельный оДНК Последовательность модельного оДНК, комплементарная оДНК-зонду кольцРНК, соответствующая модельному оДНК

cs_1 CAATGGGGAAGTCCT hsa_circ_0031263 [16]

cs_2 GGAAATGGCTTTTAA hsa_circ_0072715 [16]

cs_3 TGGGTGCAGAGCTAC hsa_circ_0136666 [16]

ДНК-зонд – фрагмент ДНК, комплементарный участкам целевых биомолекул; кольцРНК – кольцевая РНК; оДНК – короткий фрагмент (олигонуклеотид) молекулы ДНК

Таблица 2. Нуклеотидные последовательности олигонуклеотидных ДНК-зондов, ковалентно иммобилизованных на поверхности чипов с нанопроводами

Наименование оДНК-зонда Нуклеотидная последовательность оДНК-зонда Комплементарная целевая кольцРНК

probe_1 (NH2)-TTTTTTTTTTAGGACTTCCCCATTG hsa_circ_0031263 [16]

probe_2 (NH2)-TTTTTTTTTTTTAAAAGCCATTTCC hsa_circ_0072715 [16]

probe_3 (NH2)-TTTTTTTTTTGTAGCTCTGCACCCA hsa_circ_0136666 [16]

ДНК-зонд – фрагмент ДНК, комплементарный участкам целевых биомолекул; кольцРНК – кольцевая РНК; оДНК – олигонуклеотид ДНК
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установлена на НП-чипе и содержала 100 мкл 
1 мM КФБ. В холостых опытах для учета неспец-
ифического сигнала использовали чистый буфер 
КФБ из  протокола для выделения суммарной 
РНК, не содержащий нуклеиновых кислот.

Этическая экспертиза
Исследование проведено в  соответствии 
с  Хельсинкской декларацией, разработанной 
Всемирной медицинской ассоциацией. Проведение 
исследования одобрено локальным этическим ко-
митетом Института урологии и репродуктивного 
здоровья человека Сеченовского Университета 
(протокол № 10-19 от 17.07.2019). Каждый участник 
исследования дал письменное информированное 
согласие на использование своего биологического 
материала в экспериментах.

Результаты
Определение нижнего концентрационного 
предела обнаружения с использованием 
модельных олигонуклеотидов ДНК
На I этапе исследования определяли нижний кон-
центрационный предел обнаружения целевых мо-
лекул нуклеиновых кислот при помощи НП-чипов 
с иммобилизованными оДНК, комплементарными 
целевым молекулам. На рис. 3 приведен пример 
типичных зависимостей сигнала (ΔIds), идущего 
от контактов чувствительных элементов НП-чипа 
с иммобилизованными оДНК-зондами, от време-
ни, установленных в ходе экспериментов с син-
тетическими модельными оДНК, аналогичными 
выбранным участкам кольцРНК и комплементар-
ными оДНК-зонду probe_1 (в диапазоне концен-
траций модельной оДНК от 10-17 до 10-14 М).

Как видно на рис. 3, при добавлении растворов 
синтетических оДНК с концентрациями от 10-16 
до 10-14 М сигнал от чувствительных элементов НП-
чипа уменьшается (кривые идут вниз) и уровень 
сигнала, как и ожидалось, увеличивается по абсо-
лютной величине (модулю). При этом с уменьше-
нием концентрации модельного оДНК наблюдал-
ся меньший уровень сигнала. При концентрации 
модельного оДНК 10-17 М сигнал был сопоставим 
с уровнем контрольного сигнала. Можно сделать 
вывод о том, что концентрационный предел об-
наружения целевых биомолекул (минимальная 
детектируемая их концентрация) составил 10-16 М.

Детекция кольцевых РНК в образцах суммарной 
РНК, выделенной из плазмы крови пациентов 
с колоректальным раком
На II этапе исследования изучали применимость 
НП-чипов с  иммобилизованными оДНК для 

детекции целевых кольцРНК в образцах РНК, 
выделенных из плазмы крови больных КРР. В ка-
честве контрольных использовали образцы РНК, 
выделенные из плазмы крови пациентов без он-
копатологии. На рис. 4А отображены типичные 
зависимости сигнала, идущего от чувствитель-
ных элементов НП-чипа, от времени, которые 
были установлены при исследовании образцов 
суммарной РНК, выделенной из образца № К193 
плазмы крови больного КРР. Для сравнения 
на рис. 4Б показаны зависимости, установлен-
ные при исследовании суммарной РНК, выделен-
ной из образца плазмы крови условно здорового 
пациента.

Как видно на рис. 4А, при добавлении образца, 
содержащего пул исследуемых кольцРНК, выде-
ленных из плазмы крови больного КРР, наблюда-
лось значительное увеличение абсолютной величи-
ны уровня сигнала от НП с иммобилизованными 
оДНК-зондами, что свидетельствует о присут-
ствии в  исследуемом образце целевых кольц-
РНК. Напротив, при исследовании контрольного 

Рис. 3. Типичные зависимости сигнала (ΔIds) между контактами чувствительного элемента 
чипа (нанопровода, НП) с иммобилизованным ДНК-олигонуклеотидным зондом (оДНК-
зондом) от времени, полученные в экспериментах с синтетическими модельными оДНК. 
Экспериментальные условия: концентрация модельной оДНК от 10-17 до 10-14 М; оДНК-зонд 
probe_1, комплементарный кольцевой РНК hsa_circ_0031263; 1 мМ калий-фосфатный 
буферный раствор (pH = 7,4); напряжение на затворе Vg = 35 В; напряжение между 
контактами НП Vds = 0,1 B; объем раствора в ячейке 450 мкл. Стрелкой отмечен момент 
добавления раствора модельной оДНК
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по детекции синтетических модельных оДНК, 
нуклеотидная последовательность которых была 
аналогична кольцРНК, ассоциированным с КРР. 
Опыты проводились с целью определения ниж-
него концентрационного предела их обнаруже-
ния с помощью НП-чипов. Минимальная детек-
тируемая концентрация модельных оДНК, при 
которых наблюдался четко различимый сигнал 
от нанопроводов, составила 10-16 М. С учетом 
того что уровень целевых кольцРНК повыша-
ется при КРР [16], полученный результат свиде-
тельствует о принципиальной возможности ис-
пользования НП-чипов с иммобилизованными 
оДНК-зондами для диагностики КРР на ранних 
стадиях. Так, D.M. Rissin и соавт. [39] подчерки-
вают, что выявление биомолекул – маркеров он-
кологических заболеваний с концентрационным 
пределом обнаружения ниже 10-15 М – принци-
пиально важное направление развития мето-
дов диагностики онкологических заболеваний 
на ранних стадиях.

Задачей II этапа исследования была демонстра-
ция возможности обнаружения кольцРНК в образ-
цах суммарной РНК, выделенных из плазмы крови 
пациентов с диагнозом КРР. Экспериментально 
было показано, что использование НП-чипов 
с иммобилизованными оДНК-зондами позволяет 
регистрировать присутствие молекул кольцРНК, 
ассоциированных с КРР, в образцах суммарной 

образца, содержащего РНК, выделенную из плазмы 
крови пациента без онкологических заболеваний, 
сигнал от НП изменялся весьма незначительно (см. 
рис. 4Б). Этот факт свидетельствует об отсутствии 
в исследуемом образце целевых кольцРНК в детек-
тируемых концентрациях (выше 10-17 М).

Обсуждение
В настоящей работе при помощи НП-чипов с им-
мобилизованными оДНК-зондами был опре-
делен нижний концентрационный предел об-
наружения кольцРНК hsa_circ_0136666_CBC1, 
hsa_circ_0031263_CBC1 и hsa_circ_0072715_CBC1, 
ассоциированных с развитием КРР: он составил 
10-16 М. Экспериментально продемонстрирована 
применимость этих НП-чипов для неинвазивной 
детекции трех указанных кольцРНК в образцах 
суммарной РНК, выделенных из плазмы крови 
пациентов с КРР.

В  исследовании использовались НП-чипы, 
на поверхности чувствительных элементов ко-
торых были иммобилизованы оДНК-зонды, 
комплементарные целевым кольцРНК – hsa_
circ_0136666_CBC1, hsa_circ_0031263_CBC1 и hsa_
circ_0072715_CBC1. Известно, что эти кольцРНК 
экспрессируются в тканях, циркулируют в крови 
и их уровень повышен при КРР [16].

Наше исследование включало два основных 
этапа. На I этапе были выполнены эксперименты 

Рис. 4. Типичные зависимости сигнала (ΔIds) между контактами чувствительных элементов нанопроводного (НП) чипа с иммобилизованными  
ДНК-олигонуклеотидными зондами (оДНК-зондами) от времени, полученные с помощью НП-чипа в экспериментах по обнаружению комплементарных 
кольцевых РНК (кольцРНК), выделенных из плазмы крови: А – пациента с колоректальным раком (образец № К193); Б – пациента без онкопатологии 
(контрольный образец № 26р). Экспериментальные условия: НП с иммобилизованными оДНК-зондами probe_1, probe_2, probe_3, комплементарными 
кольцевым РНК hsa_circ_0031263, hsa_circ_0072715, hsa_circ_0136666 соответственно; 1 мМ калий-фосфатный буферный раствор (pH = 7,4); напряжение  
на затворе Vg = 35 В; напряжение между контактами нанопровода Vds = 0,1 B. Стрелкой отмечен момент добавления исследуемого образца кольцРНК
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Заключение
Ассоциируемые с  КРР кольцРНК – hsa_
circ_0031263, hsa_circ_0072715 и hsa_circ_0136666 – 
были выделены из  плазмы крови пациентов 
с установленным диагнозом КРР и определены 
с помощью НП-чипов. На поверхности чувстви-
тельных элементов НП-чипов были иммобилизо-
ваны оДНК-зонды, комплементарные выбранным 
целевым молекулам кольцРНК. В экспериментах 
по детекции синтетических модельных оДНК – 
аналогов целевых кольцРНК – показано, что ис-
пользование НП-чипов позволяет обнаруживать 
целевые молекулы в буферном растворе при их 
концентрациях вплоть до нижнего концентра-
ционного предела обнаружения – 10-16 М. При 
регистрации целевых кольцРНК было показано, 
что НП-чипы позволяют регистрировать присут-
ствие этих кольцРНК в образцах суммарной РНК, 
выделенной из плазмы крови пациентов с уста-
новленным диагнозом КРР; при этом в образцах, 
выделенных из плазмы крови пациентов без он-
кологических заболеваний, сигналы НП-чипов 
отсутствовали.

Полученные результаты подтверждают, что 
благодаря высокой чувствительности НП-чипы 
могут использоваться в диагностических устрой-
ствах для задач скрининга онкологических забо-
леваний, а также применяться в диагностике КРР 
для неинвазивной детекции маркерных кольцРНК 
в плазме крови. 

РНК, выделенных из плазмы крови пациентов 
с диагнозом КРР. При исследовании образцов, 
содержащих кольцРНК, выделенных из плазмы 
крови больных КРР (см. табл. 1), наблюдался рост 
сигнала от чувствительных элементов НП-чипа. 
В случае контрольных РНК (от пациентов без он-
копатологии) изменение уровня сигнала от НП 
было незначительным, что свидетельствует об от-
сутствии детектируемых концентраций целевых 
кольцРНК. Важно отметить, что целевые кольц-
РНК были обнаружены в образцах от больных КРР 
I стадии (см. табл. 1), что подтверждает принципи-
альную возможность использования НП-чипов 
с иммобилизованными оДНК-зондами для ранней 
диагностики КРР.

Ограничения исследования
К ограничениям настоящего исследования следует 
отнести лимитированную панель кольцРНК, уро-
вень которых в плазме крови повышен при КРР 
[16]. Необходимо отметить, что при проведении 
медикаментозной терапии присутствие лекар-
ственных веществ в крови пациентов может оказы-
вать влияние на результаты детекции с помощью 
НП-чипов. Этот аспект должен быть изучен до-
полнительно. Среди ограничений метода детекции 
молекул РНК с использованием НП-чипов следу-
ет также назвать наличие верхнего концентраци-
онного предела обнаружения молекул кольцРНК 
на уровне 10-13 М [31].
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Detection of colorectal cancer associated circular RNAs 
hsa_circ_0031263, hsa_circ_0072715, and hsa_circ_0136666 
in plasma with nanowire chips

Rationale: Colorectal cancer (CRC) is one of the 
most prevalent oncological diseases with high 
mortality. Invasive optical (endoscopic) colono- 
scopy has been recognized as a golden standard 
for the CRC diagnostics. A promising area is the 
development of non-invasive tools for CRC diag-
nosis with circular RNA (circRNA). One of the most 
sensitive non-invasive tools for detection of can-
cer RNA markers is considered to be the biosensor 
methods with the use of nanowire chips with oDNA 
probes (fragments of DNA oligonucleotides) im-
mobilized on their surface. It has been previously 
shown that circRNA hsa_circ_0136666_CBC1, hsa_
circ_0031263_CBC1, and hsa_circ_0072715_CBC1 
are associated with CRC.
Aim: To determine the lower limit of concentration 
sensitivity of detection of CRC-associated circRNA 
with nanowire chips with immobilized oDNA probes, 
to demonstrate the usability of these chips for non-in-
vasive detection of circRNA in plasma in the CRC di-
agnostics, and to establish the potential for the use of 
nanowire chips for the early CRC diagnosis. 
Methods: To ensure biospecific binding of the cir-
cRNA hsa_circ_0136666_CBC1, hsa_circ_0031263_
CBC1, and hsa_circ_0072715_CBC1 (the CRC mark-
ers), oDNA probes with the nucleotide sequences 
complementary to the target circRNA have been 
immobilized on the nanowire surface. At the study 
step 1, we detected the lower concentration limit 
for detection of the target molecules with the use 

of their analogues, i.e. synthetic model oDNA with 
the nucleotide sequences complementary to oDNA 
probes. At the study step 2, we used the nanowire 
chips with immobilized oDNA probes to detect the 
circRNA in plasma of the patients with confirmed CRC. 
Plasma samples from non-cancer patients were used 
as controls.
Results: The lower concentration limit for the 
detection of DNA analogues of the circRNA hsa_
circ_0136666_CBC1, hsa_circ_0031263_CBC1, and 
hsa_circ_0072715_CBC1 with nanowire chips with 
oDNA probes was 10-16 М. The analysis of total RNA 
isolated from plasma of the CRC patients showed 
a significant increase in the signal from the sen-
sory elements of the nanowire chip. The analysis 
of plasma samples from the non-cancer patients, 
the nanowire signal changes were non-significant 
indicating the absence of detectable concentra-
tions of the circRNA in plasma of the non-cancer 
patients.
Conclusion: We have identified the minimal 
detectable concentration of the circRNA hsa_
circ_0136666_CBC1, hsa_circ_0031263_CBC1, and 
hsa_circ_0072715_CBC1, associated to the devel-
opment of CRC, with nanowire chips with immobi-
lized oDNA probes: it was 10-16 М. The experiment 
showed the usability of such nanowire chips for 
non-invasive detection of the given circRNA mark-
ers in total RNA samples isolated from plasma of 
CRC patients.

Key words: colorectal cancer (CRC), circular RNA, 
biosensory diagnostics, nanowire, DNA probe, hu-
man plasma
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