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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
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О.В. Татаринова, И.В. Бурe, Д.А. Сычев

АНАЛИЗ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ
ЦИРКУЛИРУЮЩИХ МИКРОРНК
В КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ С БОЛЕЗНЬЮ 
АЛЬЦГЕЙМЕРА

Проведено исследование с целью определить уровень экспрессии циркулирующих микроРНК: hsa-mir-483, hsa-miR-132, hsa-mir-29c, 
hsa-mir-193b в сыворотке крови у лиц пожилого и старческого возраста, страдающих болезнью Альцгеймера.

Полученные нами данные свидетельствуют, что в организме пациентов, страдающих болезнью Альцгеймера, уровни данных микро-
РНК зависели от возраста и степени когнитивных нарушений. У лиц старческого возраста, страдающих умеренной степенью деменции, 
в сыворотке крови выявлена циркулирующая микроРНК - mir-132-5p, в отличие от лиц пожилого возраста с легкой степенью деменции. 

Ключевые слова: болезнь Альцгеймера, когнитивные нарушения, циркулирующие микроРНК, β-амилоид, тау-белок. 

A study was conducted to determine the expression level of circulating microRNAs: hsa-mir-483, hsa-miR-132, hsa-mir-29c, hsa-mir-193b in 
the blood serum of elderly and senile patients suffering from Alzheimer's disease.

Our data indicate that in the body of patients suffering from Alzheimer's disease, the levels of these microRNAs depended on age and the 
degree of cognitive impairment. In elderly people suffering from moderate dementia, circulating microRNA - mir-132-5p  was detected in the blood 
serum, in contrast to elderly people with mild dementia.
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Введение. В последние несколько 
десятилетий во всем мире наблюдает-
ся устойчивый спад рождаемости, в то 
время как продолжительность жизни 
растет. Это приводит к старению насе-
ления, что становится глобальным яв-
лением и, возможно, одним из самых 
значительных социальных изменений 
XXI в. В современном стареющем 
мире ключевыми проблемами являют-
ся когнитивные расстройства и демен-
ция у пожилых людей. 

В России численность популяции 
пациентов с болезнью Альцгеймера 
составляет 1 млн 248 тыс. чел. Однако 
официально зарегистрировано менее 
10% от расчетной численности паци-
ентов с деменцией [2, 3].

Болезнь Альцгеймера – нейроде-
генеративное заболевание, характе-

ризующееся постепенным малоза-
метным началом в пресенильном или 
старческом возрасте, неуклонным 
прогрессированием расстройств памя-
ти и высших мозговых функций, приво-
дящих к деменции, с формированием 
характерного комплекса нейропатоло-
гических, нейровизуализационных и 
биохимических признаков [2]. 

К развитию болезни Альцгеймера 
приводят множество факторов риска, 
которые условно делятся на модифи-
цируемые и немодифицируемые. Риск 
развития болезни Альцгеймера повы-
шается при наличии таких факторов 
риска, как низкая интеллектуальная 
активность, гиподинамия, ожирение, 
курение, неконтролируемая  артери-
альная гипертензия, гиперлипидемия, 
сахарный диабет и др. [1]. Пожилой и 
старческий возраст, семейный анам-
нез болезни Альцгеймера и носитель-
ство генетических полиморфизмов, 
наличие аллеля ε4 аполипопротеина 
Е, женский пол, черепно-мозговые 
травмы в анамнезе относятся к не-
модифицированным факторам риска 
развития этой болезни.

Современная гипотеза развития 
болезни предполагает, что β-амилоид 
или амилоидные бляшки инициируют 
патофизиологический каскад, приво-
дящий к накоплению внутриклеточного 
тау-белка, который распространяется 
по коре головного мозга, запуская не-
посредственно процесс нейродегене-
рации и развитие клинических прояв-
лений болезни Альцгеймера [5].

В настоящее время ведется актив-
ный поиск эффективных маркеров мо-
лекулярного механизма развития за-
болевания. Исследования последних 
десятилетий наглядно демонстрируют 
важную роль микроРНК в развитии па-
тогенеза болезни Альцгеймера путем 
посттранскрипционного контроля экс-
прессии генов. 

Цель исследования – определить 
уровень экспрессии циркулирующих 
микроРНК: hsa-mir-483, hsa-miR-132, 
hsa-mir-29c, hsa-mir-193b в сыворотке 
крови у лиц пожилого и старческого 
возраста, страдающих болезнью Аль-
цгеймера.

Материалы и методы исследо-
вания. Данное исследование было 
проведено в Гериатрическом центре 
Республиканской клинической боль-
ницы №3 (РКБ№3) г. Якутска. Случай-
ным образом были отобраны 14 чел. с 
болезнью Альцгеймера (табл.1). Диа-
гноз устанавливался в соответствии 
с утвержденными Минздравом РФ в 
2020 г. клиническими рекомендация-
ми «Когнитивные расстройства у лиц 
пожилого и старческого возраста» [2]. 
Исследование было одобрено локаль-
ным комитетом по этике при Северо-
Восточном федеральном универси-
тете им. М.К. Аммосова. От каждого 
пациента и/или опекунов/родственни-
ков было получено добровольное ин-
формированное согласие на участие в 
исследовании.

По возрасту пациенты были разде-
лены на две группы, возраст коррели-
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ровал со степенью когнитивных нару-
шений. Забор венозной крови произво-
дился утром, натощак. Для получения 
сыворотки кровь центрифугировали 
при 3000 об/мин в течение 7 мин (4°C). 
Биологические образцы заморажи-
вали и до исследования хранили при 
температуре -850С. 

Перед началом выделения тоталь-
ной РНК плазму очищали от клеточ-
ных обломков, апоптотических телец 
и тромбоцитов крови путем двойного 
центрифугирования: первое - 800 об/
мин, второе – 12000 об/мин.

В сыворотке крови у всех обсле-
дованных определяли уровень экс-
прессии следующих микроРНК: hsa-
mir-483, hsa-miR-132, hsa-mir-29c, 
hsa-mir-193b. Для количественного 
определения микроРНК в реальном 
времени, в соответствии с рекомен-
дациями фирмы «Qiagen», авторами 
были разработаны праймеры (табл. 
2). Последовательности праймеров 
микроРНК были взяты из базы данных 
микроРНК: https://www.mirbase.org.

Экстракцию тотальной РНК прово-
дили тризол-хлороформным методом. 
Тотальную РНК подвергали обратной 
транскрипции по протоколу производи-
теля набора miRCURY LNA RT Kit (арт. 
339340, «Qiagen»). После чего прово-
дили реал-тайм ПЦР с использовани-
ем набора miRCURY LNA SYBR Green 
PCR kit 200 (арт. 339345, «Qiagen»). 
Обратную транскрипцию и полиме-
разную цепную реакцию проводили 
на приборе BioRad CFX96 («Bio-Rad», 
США). 

В качестве контроля для образцов 
использовали экзогенную микроРНК 
– cel-miR-39-3p, принадлежащую 
Caenorhabditis elegans (RNA Spike-In 
Kit, For RT и miRCURY LNA miRNA PCR 
Assay арт. 339390 и YP00203952 соот-
ветственно), по отношению к которой 
выводили результаты концентрации 
исследованных микроРНК. Получен-
ные данные уровней экспрессии ми-
кроРНК были рассчитаны методом ΔCt 
следующим образом: ΔCt = среднее 
значение Ct (эталонный микроРНК) 
(cel-miR-39-3p) – среднее значение Ct 
(интересующий микроРНК). Уровень 
относительной экспрессии микроРНК 
соответствовал значению 2^ (ΔCt). 

Статистический анализ проводили 
с помощью программы SPSS 18.0 for 
Windows («SPSS, Inc.», Chicago, IL, 
USA). Различия между группами оце-
нивались с помощью U-теста Манна-
Уитни. Сравнение показателей прово-
дилось с помощью теста хи-квадрат. 
Корреляции определялись с помощью 
ранговой корреляции Спирмена. Ста-

тистически значимым различием счи-
талось значение p<0,05.

Результаты и обсуждение. Среди 
всех исследованных нами микроРНК 
статистически значимые различия 
между лицами пожилого и старческого 
возрастов были достигнуты в содер-
жании mir-132. В крови лиц пожилого 
возраста mir-132 не было обнаружено, 
в то время как у лиц старческого воз-

раста уровень экспрессии циркулиру-
ющей микроРНК достигал 0,035±0,002 
у.е. (рисунок).

Содержание циркулирующей mir-
193b в крови лиц пожилого и старче-
ского возраста статистически не из-
менялось, но нами была установлена 
тенденция к уменьшению содержания 
mir-193b в крови у лиц старческого воз-
раста.

Краткая характеристика пациентов, включенных в исследование

Группа исследования
Пациенты
пожилого
возраста

Пациенты
старческого

возраста
Количество пациентов, n 7 7

Пол, n Мужчины - 4
Женщины - 3

Мужчины - 5
Женщины - 2

Возраст на момент 
исследования, лет 61,71±10,35 82,14±2,76

Сопутствующие заболевания, n Стенокардия - 1
Гипертензия - 6

Гипертензия - 1
Стенокардия - 2

Энцефалопатия - 4
Стадия развития болезни Альцгеймера по 
шкале Clinical Dementia Rating (CDR), n

1 балл - 6
2 балла - 1 2 балла - 7

Индекс Бартел, n 100 баллов - 1
96 баллов - 6 61 балл - 7

Последовательность праймеров, используемых в исследовании

МикроРНК Праймеры
hsa-miR-483-5p 5’- AAG ACG GGA GGA AAG AAG GGA-3’
hsa-miR-132-5p 5’- ACC GTG GCT TTC GAT TGT TAC TAA A -3’
hsa-miR-29c-5p 5’- GAC CGA TTT CTC CTG GTG TTC -3’
hsa-miR-193b-5p 5’- GGG TTT TGA GGG CGA GAT GAA -3’

Таблица 1

Таблица 2

Уровни экспрессии циркулирующих микроРНК: mir-132 (А), mir-193b (Б), mir-29c (В), mir-483 
(Г) в сыворотке крови пациентов с болезнью Альцгеймера 
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Уровень циркулирующих mir-29c и 
mir-483 имел тенденцию к увеличению 
в группе лиц старческого возраста, но 
уровень значимости не достигал стати-
стически значимых различий.

Нами проведен анализ литератур-
ных источников о характере измене-
ния уровня микроРНК в организме 
пациентов, страдающих умеренными 
когнитивными нарушениями и болез-
нью Альцгеймера (табл. 3).

Многие исследования показали, 
что уровень циркулирующей miR-132 
увеличивается в крови при нейроде-
генеративных заболеваниях, таких как 
болезнь Альцгеймера [26], болезнь 
Паркинсона [27], рассеянный склероз 
[8] и боковой амиотрофический скле-
роз [21]. Этот факт подчеркивает её 
связь с нейропатологическими процес-
сами и обуславливает её потенциал в 
качестве биомаркера нейродегенера-
тивных заболеваний.

Нужно отметить, что человеческая 
mir-132 состоит из двух гомологичных 
микроРНК: hsa-mir-132-5p и hsa-mir-
132-3p. Mir-132 является эволюционно 
консервативной и имеет одинаковую 
последовательность и структуру у лю-
дей, крыс, мышей, обезьян и других 
видов. Mir-132 обладает тканеспеци-
фичностью и высоко экспрессируется 
в тканях, связанных с нервами [28].

Чтобы определить молекулярные 
механизмы, с помощью которых mir-
132-5p может участвовать в развитии 
болезни Альцгеймера, мы использова-
ли базу данных TargetScan Release 7.1 
для прогнозирования мишеней связы-
вания mir-132-5p (табл. 4). Анализ с по-
мощью базы TargetScan показал, что 
mir-132 непосредственно нацелена на 
транскрипты генов: MAPT (Тау-белок) 
и PTBP2 (белок 2, связывающий поли-
пиримидиновый тракт). Это позволяет 
предположить, что увеличение уровня 
mir-132 может обладать протекторны-
ми свойствами, поскольку уменьшает 
количество тау-белка, однако сверх-
экспрессия данной микроРНК изменя-
ет соотношение изомеров тау-белка 
4R:3R в нейрональных клетках, что 
может привести к развитию нейродеге-
неративных заболеваний [6]. 

Согласно базе TargetScan, в ор-
ганизме человека мir-132 подавляет 
экспрессию трнскриптов генов: SIRT1 
(деацетилаза сиртуин-1) и MAPK1 (ми-
тоген-активируемая белковая киназа). 
Белок, экспрессируемый геном SIRT1, 
обладает протективными свойствами: 
защищает мозг мышей от нейродеге-
неративных заболеваний [12], а также 
демонстрирует фенотип замедлен-
ного старения и увеличение продол-
жительности жизни [16]. Результаты, 

полученные Hadar et al., практически 
подтверждают вовлеченность mir-132 
в регуляцию экспрессии транскрипта 
гена SIRT1 [11]. Установлено, что у 
больных Альцгеймером уже на ранней 
стадии происходит активация фермен-
та MAPK1 [19], что свидетельствует о 
вовлеченности данного фермента в 
патологический процесс. В исследова-
нии Deng et al. было показано, что ак-
тивация экспрессии mir-132 улучшала 
когнитивные функции крыс с болезнью 
Альцгеймера за счет ингибирования 
сигнального пути MAPK1 [7].

Кроме того, исследование Wang et 
al. показало, что снижение уровня mir-
132 приводит к повышению количе-
ства фермента синтазы оксида азота-1 
(NOS1) и запускает чрезмерную вы-
работку оксида азота с последующим 
аберрантным S-нитрозилированием 
(SNO) специфических белков, связан-
ных с нейродегенерацией и тау-пато-
логией, таких как циклин-зависимая 
киназа-5. Это приводит к увеличению 
фосфорилирования тау-белка и раз-
витию нейродегенеративных заболе-
ваний [23]. 

Walgrave et al. показали, что пато-
генез синдрома Альцгеймера приво-
дит к дефициту mir-132 в ткани мозга 
мышей, а добавка mir-132 облегчает 
дефицит памяти при болезни Альцгей-
мера [22]. Smith et al. и Xie et al. обна-
ружили, что в мозге мышей дефицит 
mir-132 приводит к усилению экспрес-
сии тау-белка, фосфорилированию и 
агрегации у мышей [18, 25]. 

Таким образом, полученные нами 
данные свидетельствуют, что в орга-
низме пациентов, страдающих болез-
нью Альцгеймера, уровни микро-РНК: 
hsa-mir-483, hsa-mir-132, hsa-mir-29c, 
hsa-mir-193b зависели от возраста и 
степени когнитивных нарушений. У 
лиц старческого возраста, страдаю-
щих умеренной степенью деменции, в 
сыворотке крови выявлена циркулиру-
ющая микроРНК - mir-132-5p, в отли-
чие от лиц пожилого возраста с легкой 
степенью деменции. 
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Краткий обзор исследований, посвященных изучению экспрессии микроРНК
(mir-29c, mir-193b, mir-483), у страдающих когнитивными нарушениями 

МикроРНК Кол-во обследованных Образец Изменение Лит-ра 

mir-29c AD (n = 20), Ctrl (n = 20) Сыворотка ↓  [24]

mir-193b MCI (n = 43), AD (n = 51) Плазма ↓  [13]

mir-483
AD (n = 20), MCI (n = 20), Ctrl (n = 20) Плазма ↑  [15]
AD (n = 20), MCI (n = 34), Ctrl (n = 37) Плазма ↑  [14]

Примечание. AD - болезнь Альцгеймера; Ctrl – лица, входящие в группу контроля; MCI-
умеренные когнитивные нарушения.

 Прогнозируемые/подтвержденные гены-мишени hsa-mir-132-3p, участвующие
в патогенезе болезни Альцгеймера

МикроРНК Ген Сайт связывания с транскриптом
в нетранслируемой области Совокупный РСТ

mir-132

MAPT
PTBP2
PTBP2
PTBP2
SIRT1
SIRT1

MAPK1
MAPK1
MAPK1

4113-4119
57-63

372-378
4506-4512
1680-1686
1614-1620
1379-1386
2225-2232
8111-8118

0,5
0,51
< 0,1
< 0,1
0,38
< 0,1
0,78
0,77
< 0,1

Таблица 3

Таблица 4
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