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РЕФЕРАТ
ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ. Определить уровень экспрессии миРНК-21 в моче у пациентов с нефропатиями и сопоставить 
его с другими признаками поражения почек, в том числе морфологическими. ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ. В исследование 
включены 17 пациентов с нефропатиями, подтвержденными морфологически. У всех определены скорость клубоч-
ковой фильтрации, суточная протеинурия. Патоморфологические изменения в клубочках (глобальный, сегментарный 
склероз) оценены количественно; изменения в канальцах (атрофия) и интерстиции (фиброз) – полуколичественно (0 
– нет изменений, 1 – до 25% в анализируемых срезах – изменения незначительно выражены, 2 – до 50% – изменения 
выражены умеренно, 3 – более 50 % анализируемого объекта – выраженное изменение). Экспрессия миРНК-21 в моче 
определялась при помощи реакции амплификации (RealTime PCR-протокол). Расчет проводился по методу 2-deltaCt. 
Результаты экспрессии миРНК-21 у больных сопоставлялись с данными, полученными при исследовании 10 здоровых 
лиц. РЕЗУЛЬТАТЫ. Уровень экспрессии миРНК-21 в моче у пациентов с нефропатиями значимо выше, чем у здоровых 
лиц (0,3070 [нижний – верхний квартили: 0,1540; 0,4060] и 0,001 [0,0002; 0,0254] соответственно, р=0,00024). Уровень 
экспрессии миРНК-21 в моче прямо коррелировал с выраженностью суточной протеинурии (Rs=0,570; р<0,05). При 
анализе морфологических изменений (гломерулярный, тубулоинтерстициальный склероз, атрофия канальцев) не вы-
явлено корреляции с исследуемым уровнем экспрессии миРНК-21 в моче. При этом уровень экспрессии миРНК-21 
в моче у пациентов с умеренно выраженной атрофией канальцев (0,354 [0,308; 0,933]; n=7) был значимо выше, чем с 
незначительными атрофическими изменениями (0,211 [0,033; 0,038]; n=10; р=0,04). ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Результаты рабо-
ты свидельствуют о том, что уровень экспрессии миРНК-21 в моче может в определенной степени отражать тяжесть 
повреждения почек, в том числе выраженность морфологических изменений, однако необходимы дальнейшие ис-
следования в этой области.

Ключевые слова: микроРНК, микроРНК-21, тубулоинтерстициальный фиброз, трансформирующий фактор роста TGFβ1.

ABSTRACT
AIM OF RESEARH. Determine the level of expression of miR-21 in the urine of patients with nephropathy and to compare it 
with other signs of kidney damage, including morphological. PATIENTS AND METHODS. Seventeen patients with different 
nephropathy confirmed by kidney biopsy were examined. Glomerular filtration rate was assessed by creatinine clearance, 
CKD-EPI formula. Daily urinary protein has been established. The degree of glomerulosclerosis was evaluated quantitatively; 
tubular atrophy, tubulointerstitial fibrosis were evaluated semi-quantitatively on a scale from one to three (0 – no changes; 
1 – minor changes, 1-25%; 2 – moderate changes, 25-50%; 3 – severe changes, >50%). miR-21 expression in the urine 
was determined by a RT-PCR assay and calculated using the 2-deilaCt protocol. miR-21 expression in the urine of healthy 
donors (n=10) was taken as control. RESULTS. The level of miR-21 expression in the urine in patients with nephropathy were 
significantly higher than in control (0,3070 [the lower and the upper quartiles: 0,1540; 0,4060] vs 0,001 [0,0002; 0,0254] 
respectively; P=0,00024). There was strong positive correlation between urinary miR-21 and daily urinary protein (Rs=0,570; 
P<0,05). There were no correlations between urinary miR-21 and morphological changes (glomerular, tubulointerstitial 
sclerosis, tubular atrophy). However, the level of expression of miRNA-21 in the urine of patients with moderate atrophy 
of tubules (0,354 [0,308; 0,933]; n=7) was significantly higher than with minor one (0,211 [0,033; 0,038]; n=10; P=0,04). 
CONCLUSION. These data suggest that the level of miR-21 expression in the urine to a certain degree can be associated 
with the severity of renal damage in patients with nephropathies, including the severity of morphological changes, but further 
research is needed in this area.

Key words: microRNA, microRNA-21, tubulointerstitial fibrosis, transformation growth factor TGFβ1.

Карунная А.В. 197022, Санкт-Петербург, ул. Л. Толстого, д. 6/8, ка-
федра пропедевтики внутренних болезней ПСПбГМУ им. акад. И.П. 
Павлова. Тел.: (812) 234-01-65.



60

ISSN 1561�6274. Нефрология. 2014. Том 18. №6.

ВВЕДЕНИЕ

Одним из наиболее динамично развивающихся 
и увлекательных направлений молекулярной био-
логии является изучение некодирующих белки РНК 
(нкРНК), хорошо известными представителями 
которых являются рибосомальная и транспортная 
РНК. Недавно был описан новый класс нкРНК – 
микроРНК (миРНК), представители которого по 
результатам многочисленных проведенных иссле-
дований вовлечены в развитие и прогрессирование 
целого ряда заболеваний [1–10].

миРНК – это некодирующие РНК длиной около 
22 нуклеотидов, являющиеся мощными регуля-
торами экспрессии генов на посттранскрипцион-
ном уровне. Более 90% генов у млекопитающих 
находятся под их контролем. В геноме человека 
описаны более 2000 миРНК [11]. Кроме того, 
для миРНК характерна специфическая экспрес-
сия среди тканей и типов клеток. миРНК-146а, 
миРНК-886, миРНК-192, миРНК-194, миРНК-204, 
миРНК-215 и миРНК-216 являются для почек 
специфическими, а миРНК-196a/b, миРНК-10а/b, 
миРНК-130, миРНК-146, миРНК-200а, миРНК-
30а-е, миРНК-872 и миРНК-21– высоко специфич-
ны [12–14]. 

В настоящее время активно изучается воз-
можное влияние миРНК в механизмах развития 
повреждения почечной ткани при различных не-
фропатиях. При большинстве почечных заболева-
ний развитие фиброза определяется комплексом 
механизмов (иммуновоспалительных, метаболи-
ческих, гемодинамических), точную грань между 
ролью которых провести невозможно [15]. Однако 
на конечном этапе формирования фиброза основ-
ную роль играет экспрессия провоспалительных 
и профибротических цитокинов, которые, зача-
стую, начинают действовать вне зависимости от 
причин, вызвавших их активацию. Результаты не-
которых исследований позволяют предположить, 
что миРНК-21 играет ведущую роль в развитии 
эпителиально-мезенхимальной трансформации и 
ренального фиброза [16–19].

В связи с этим целью нашей работы было со-
поставить уровень экспрессии миРНК-21 в моче у 
пациентов с нефропатиями с другими признаками 
поражения почек, в том числе морфологическими.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

В исследование включены 17 пациентов (M/Ж: 
8/9; возраст 25–66 лет) с нефропатиями, подтверж-
денными морфологически. Клинически нефроти-
ческий синдром был представлен в 10 случаях. Все 
пациенты находились на стационарном лечении 

в клинике пропедевтики внутренних болезней 
ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова. Каждому па-
циенту выполнено комплексное функциональное 
обследование почек с определением скорости 
клубочковой фильтрации по клиренсу креатини-
на, расчетным формулам (CКD-EPI), определена 
суточная протеинурия.

Экспрессия миРНК-21 в моче определялась 
при помощи реакции амплификации (RealTime 
PCR-протокол). Расчет проводился по методу 2-deltaCt. 
Результаты экспрессии миРНК-21 у больных со-
поставлялись с данными, полученными при ис-
следовании 10 практически здоровых лиц (M/Ж: 
3/7; возраст 22–46 лет).

Изучение патоморфологических изменений 
проводилось в светооптическом микроскопе Carl 
Zeiss Imager Z 2 (Германия). Патоморфологические 
изменения в клубочках (глобальный, сегментарный 
склероз) оценивались количественно, а изменения 
в канальцах (атрофия/субатрофия) и интерстиции 
(фиброз) – полуколичественно (0 – нет изменений, 
1 – до 25% в анализируемых срезах – изменения 
незначительно выражены , 2 – до 50% – изменения 
выражены умеренно, 3 – более 50 % анализируе-
мого объекта – выраженное изменение). 

Для подтверждения морфологического диагноза 
использовались иммунофлюоресцентное иссле-
дование и в ряде случаев – электронная микро-
скопия. У 4 пациентов выявлена IgA-нефропатия, 
у 3 – фокально-сегментарный гломерулосклероз, 
у 2 – болезнь минимальных изменений, у 2 – мем-
бранопролиферативный гломерулонефрит, у 2 – 
AL-амилоидоз; другая патология – у 4.

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с применением стандартных пакетов 
программ прикладного статистического анализа 
(Statistica 6.0 for Windows). Использовались не-
параметрические методы: тест Манна–Уитни и 
коэффициент корреляции Спирмена. Уровень 
статистической значимости соответствовал р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Величина экспрессии миРНК-21 в моче у па-
циентов оказалась значимо выше, чем у здоровых 
лиц (рис. 1).

Уровень экспрессии миРНК-21 в моче прямо 
коррелировал с выраженностью суточной про-
теинурии (рис. 2).

В большинстве случаев статистически значи-
мых связей между величиной мочевой экспрессии 
миРНК-21 и выраженностью морфологических по-
вреждений почек не обнаружено. Однако выявлена 
значимо большая экспрессии миРНК-21 в моче у 
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пациентов с более выраженными атрофическими 
изменениями канальцев (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время миРНК-21 является наиболее 
изученной многофункциональной миРНК. Ее ген 
локализуется в межгенной области хромосомы 
17q23.1, размер 72-й пары нуклеотидов, фланкиро-
ван белок-кодирующим геном TMEM49. При этом 
ген миРНК-21 имеет свой собственный промотор 
и транскрибируется вне зависимости от TMEM49.

В норме миРНК-21 широко экспрессируется 
во многих тканях и клетках человека. миРНК-21-
нокаутные мыши являются жизнеспособными, 
дают потомство и не имеют отличий в гистоло-
гическом строении. Это позволило сделать вывод 
о том, что миРНК-21 не является обязательным 
компонентом для нормального развития орга-
низма [16]. При повреждении тканей, особенно 
при остром инфаркте миокарда [20, 21] и остром 
повреждении почек [22], миРНК-21 является 
одной из наиболее активируемых. Длительная 
избыточная активация миРНК-21 ведет к раз-
витию фиброза. Этот факт подтвержден в целом 
ряде моделей сердечного [23], легочного [24] и 
почечного [19, 25] фиброза. Последняя представ-
лена односторонней обструкцией мочеточника у 
крыс. Введение же олинуклеотидов – ингибиторов 
миРНК-21 замедляет процессы фиброзирования 
[19, 25]. Поэтому в настоящее время возмож-
ность ингибирования миРНК-21 является новой 
лечебной стратегией. Все указанное выше по-
зволило нам выбрать миРНК-21 для настоящего 
исследования у пациентов с нефропатиями. Мы 
не останавливаемся в этой работе на деталях 

биогенеза миРНК, который достаточно широко 
описан в англоязычной литературе [10, 16]. Этому 
планируется посвятить отдельную статью. Укажем 
лишь на то, что на первом этапе после транс-
крипции образуется при-миРНК, которая затем 
превращается в пре-миРНК, а уже в дальнейшем 
образуется зрелая форма миРНК. 

Молекулярные механизмы, через которые 
миРНК-21 приводит к развитию фиброза, активно 
изучаются. Одним из таких механизмов является 
TGFβ/Smad-система, которая стимулирует нукле-
арный фактор транскрипции NF-κB, который, в 
свою очередь, опосредует выработку провоспали-
тельных цитокинов, прежде всего, фактора некроза 
опухолей α (TNF-α) и интерлейкина-1β (IL-1β) [8, 
18, 19, 25].

Не вызывает сомнения, что TGFβ1 является 
ключевым медиатором прогрессирования почечно-

Рис. 2. Взаимосвязь величины суточной протеинурии с уров-

нем экспрессии миРНК-21 в моче.

Рис. 3. Экспрессия миРНК-21 в моче (медианы) у пациентов 

с умеренно (1; n=7) и незначительно (2; n=10) выраженной 

атрофией канальцев (в квадратных скобках указаны значения 

нижнего и верхнего квартилей для каждой группы).

Рис. 1. Экспрессия миРНК-21 в моче (медианы) у пациентов 

(1) и здоровых лиц (2). В квадратных скобках указаны значения 

нижнего и верхнего квартилей для каждой группы.
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го фиброза [26, 27]. TGFβ1 и его изоформы (TGFβ2 
и TGFβ3) синтезируются многими клетками, вклю-
чая все типы клеток почек, и секретируются в виде 
латентных предшественников. Связывание акти-
вированного TGFβ со своим рецептором приводит 
к фосфорилированию ряда Smad (Sma and Mad 
related proteins) белков, а именно активируемых 
рецептором Smads (R-Smads). R-Smads затем свя-
зываются с так называемым общим Smad-белком 
(Smad 4), образуя гетеродимерный комплекс. Этот 
комплекс проникает в ядро, где связываясь с SBE-
элементами (Smad binding element) промотерных 
участков генов-мишеней, регулирует транскрип-
цию. 

Так недавнее исследование показало, что R-
Smads в фибробластах, гладкомышечных клетках-
сосудах, эпителиальных клетках канальцев 
связываются с SBE-элементом, расположенном 
в промоторе гена миРНК-21, запуская таким об-
разом транскрипцию ее предшественников [25, 
28]. миРНК-21, в свою очередь, подавляет Smad7, 
который является ингибитором TGFβ/Smad-пути. 

Кроме того, миРНК-21 также способствует раз-
витию и прогрессированию фиброза при помощи 
других механизмов, таких как, например, актива-
ция ERK/MAP-киназы [23].

Что касается результатов проведенной работы, 
то вполне ожидаемой оказалась прямая корреляция 
между уровнем экспрессии миРНК-21 в моче и вы-
раженностью суточной протеинурии. 

При оценке морфологических изменений от-
сутствие в большинстве случаев отчетливых 
корреляций с уровнем экспрессии миРНК-21 в 
моче обусловлено, по-видимому, как небольшим 
объемом исследуемой группы пациентов, так и 
значительной ее разнородностью. Кроме того, 
стоит обратить внимание на сравнительно малую 
выраженность большинства морфологических из-
менений в биоптатах. 

Однако необходимо отметить, что уровень экс-
прессии миРНК-21 в моче значимо повышается 
при нарастании выраженности атрофии канальцев 
от незначительной до умеренной (см. рис. 3). При 
этом в экспериментальных работах показано, что 
наибольшая экспрессия миРНК-21 характерна для 
эпителиальных клеток канальцев [19]. Почечный 
фиброз характеризуется апоптозом и некрозом ту-
булярных клеток, лейкоцитарной инфильтрацией, 
пролиферацией тубулоинтерстициальных фибро-
бластов, накоплением интерстициального матрикса 
[25] и является конечной стадией повреждения 
почек. С учетом того, что у большинства наших 
больных не имелось резко выраженных морфоло-

гических повреждений, можно предположить, что 
выявленная ассоциация между уровнем экспрессии 
миРНК-21 и выраженностью тубулярной атрофии 
отражает начальные этапы формирования тубуло-
интерстициального фиброза. 

Косвенно в пользу значимости миРНК-21 в раз-
витии фибротической трансформации почек может 
свидетельствовать и выявленная нами корреляция 
уровня мочевой экспрессии данной миРНК с вели-
чиной протеинурии (см. рис. 2) – общеизвестного 
предиктора как гломерулярного, так и тубулоин-
терстициального фиброза.

Очевидно, однако, что роль различных ми-
кроРНК, в том числе, и миРНК-21 в развитии 
повреждений почек при различных нефропатиях 
нуждается в дальнейшем изучении. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты работы свидельствуют о том, что 
уровень экспрессии миРНК-21 в моче может в 
определенной степени отражать тяжесть поврежде-
ния почек, в том числе выраженность морфологи-
ческих изменений, однако необходимы дальнейшие 
исследования в этой области.
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