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Исследование ассоциации полиморфных локусов генов MIR96, MIR758, MIR33a  
с риском развития атеросклероза у жителей Ростовской области

Тимофеева с.В., Бутенко Е.В., санникова Т.В., Шкурат Т.П.
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Атеросклероз является ведущей причиной смертности во всем мире. Несмотря на значительные успехи в диагностике, 
лечении и стратификации риска атеросклероза, по-прежнему существует потребность в новых диагностических биомаркерах 
и терапевтических мишенях для предотвращения эпидемии заболевания. В последнее время публикуется все больше 
доказательств связи нарушения регуляции микроРНК с сердечно-сосудистыми заболеваниями, включая атеросклероз. МикроРНК 
являются эндогенными, стабильными, одноцепочечными, короткими, некодирующими РНК и могут использоваться в качестве 
диагностических и прогностических биомаркеров атеросклероза.
Целью нашего исследования был поиск ассоциации между полиморфными вариантами генов микроРНК MIR96 (rs13231740), 
MIR758 (rs1885068), MIR33a (rs9620000) и риском развития атеросклероза у жителей Ростовской области.
В качестве материала для исследования были собраны образцы венозной крови 100 пациентов (57% мужчин и 43% женщин) 
с атеросклерозом. Контрольную группу составили 103 человека (42,71% мужчин и 57,29% женщин) без сердечно-сосудистых 
заболеваний. Выделение геномной ДНК из периферической крови выполнялось набором QIAamp DNA Blood mini kit (Qiagen, 
Germany). Генотипирование проводили с помощью аллель специфичной ПЦР смесью qPCRmix –HS («Евроген», Россия) на приборе 
Real-time CFX96 Touch (США). Анализ равновесия Харди-Вайнберга и различия в распределении вариантов аллелей между 
группами пациентов и контроля оценивали с помощью критерия χ2. Для оценки риска развития атеросклероза мы использовали 
коэффициенты отношения шансов (ОШ) и доверительный интервал (ДИ).
В результате исследования установлено, что генотип AC MIR96 (rs13231740) (ОШ 1,92 95%ДИ 1,07 – 3,45,  р=0,02) и генотипы ТC 
и CC гена MIR33a (rs9620000) (ОШ 4,85 95%ДИ 2,35 – 10,00; ОШ 4,12 95%ДИ 1,11-15,24 р=4,0E-7) ассоциированы с повышенным 
риском развития атеросклероза.  Полиморфный аллель гена MIR758 (rs1885068) не ассоциирован с развитием атеросклероза. 
Таким образом, результаты исследования подчёркивают важность поиска диагностических биомаркеров в некодирующей 
области генома.
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Atherosclerosis is the leading cause of death worldwide. Despite significant advances in the diagnosis, treatment, and risk stratification 
of atherosclerosis, there is still a need for new diagnostic biomarkers and therapeutic targets to prevent an epidemic of the disease. 
Recently, more and more evidence has been published linking dysregulation of microRNAs with cardiovascular disease, including 
atherosclerosis. MicroRNAs are endogenous, stable, single-stranded, short, non-coding RNAs and can be used as diagnostic and 
prognostic biomarkers of atherosclerosis.
The aim of our study was to search for an association between polymorphic variants of microRNA genes MIR96 (rs13231740), MIR758 
(rs1885068), MIR33a (rs9620000), and the risk of atherosclerosis in residents of the Rostov region.
Venous blood samples from 100 patients (57% of men and 43% of women) with atherosclerosis were collected as material for the study. 
The control group consisted of 103 people (42,71% of men and 57,29% of women) without cardiovascular diseases. Isolation of genomic 
DNA from peripheral blood was performed using a QIAamp DNA Blood mini kit (Qiagen, Germany). Genotyping was performed using 
an allele-specific PCR mixture qPCRmix-HS (Evrogen, Russia) on a Real-time CFX96 Touch device (USA). Analysis of the Hardy-Weinberg 
equilibrium and differences in the distribution of allele variants between groups of patients and controls were assessed using the χ2 test. 
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To assess the risk of developing atherosclerosis, we used odds ratios (ORs) and confidence intervals (CIs).
The study found that the AC genotype of the MIR96 gene (rs13231740) (OR 1.92 95% CI 1.07–3.45, P=0.02) and the TC and CC genotypes 
of the MIR33a gene (rs9620000) (OR 4. 85 95% CI 2.35-10.00; OR 4.12 95% CI 1.11-15.24 P=4.0E-7) are associated with an increased risk 
of atherosclerosis. The presence of the polymorphic allele of the MIR758 gene (rs1885068) is not associated with the development 
of atherosclerosis. Thus, the results of the study emphasize the importance of searching for diagnostic biomarkers in the noncoding 
region of the genome.
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Введение

Атеросклероз является широко распространен-
ным хроническим заболеванием и основным факто-
ром риска инфаркта миокарда, инсульта и ишемиче-
ской гангрены, а также основной причиной заболева-
емости и смертности во всем мире [1]. 

МикроРНК – это класс коротких нуклеотидных 
последовательностей некодирующей РНК (21–27 ну-
клеотидов), которые участвуют в транскрипционной 
и посттранскипционной регуляции экспрессии генов, 
но не в синтезе белка [2].

МикроРНК  MIR33а, MIR758, MIR96, связанные 
с регуляцией метаболизма холестерина, а именно, ли-
попротеинов высокой плотности, представляют осо-
бый интерес как важные факторы развития патоло-
гии и перспективные терапевтические мишени для ее 
лечения.

MIR33a встроена в интроны генов SREBP (сте-
рол-регуляторный элемент, связывающий элемент), 
ключевых регуляторов транскрипции многих холе-
стерогенных и липогенных генов [3,4]. В сочетании 
с транскрипцией SREBP MIR33 ингибирует отток кле-
точного холестерина, подавляя АТФ-связывающие 
кассетные транспортеры A1 (ABCA1) и G1 (ABCG1) 
[5]. Исследования с использованием мышей с двойным 
нокаутом ApoE/MIR33 продемонстрировали снижение 
атеросклеротической бляшки со значительным увели-
чением уровней липопротеинов высокой плотности 
(ЛПВП) и усиление оттока холестерина через ABCA1 
и ABCG1 [6,7]. Интересно, что подавление MIR33 на 
мышиной модели атеросклероза линии Ldlr-/- препят-
ствовало прогрессированию атеросклероза [8], а так-

же способствовало регрессу развившегося атероскле-
роза [9]. Кроме того, было показано, что MIR33 пре-
пятствует образованию атеросклеротических бляшек 
за счет уменьшения воспаления и накопления липи-
дов у мышей Ldlr- /- в условиях гиперлипидемии [10].

Подобно MIR33, MIR758 ингибирует экспрессию 
ABCA1 в макрофагах человека и мыши и уменьшает 
отток клеточного холестерина в ApoA1. MIR758 экс-
прессируется в мозге, сердце, аорте и в незначитель-
ных количествах в печени [11]. Исследования показа-
ли, что MIR758 также участвует в посттранскрипци-
онном контроле генов регуляторной сети обратного 
транспорта холестерина ABCG1 и SCARB1. В экспери-
менте Mandolini C. с соавт. было показано, что при од-
новременном увеличении экспрессии MIR33 и MIR758 
можно модулировать уровни экспрессии генов ABCAI 
с ABCG1 в атеросклеротических бляшках у пациентов 
с гиперхолестеринемией [12]. Чуть позже Li с соавт. 
отметили, что MIR758-5p снижает экспрессию CD36 
как на уровне белка, так и на уровне мРНК, воздей-
ствуя на 3’UTR CD36 в пенистых клетках, происходя-
щих из макрофагов THP-1. Li с соавт. предположили, 
что MIR758-5p уменьшает накопление липидов в пени-
стых клетках посредством регуляции CD36 [13].

Предыдущие исследования показали, что MIR96 
тесно связан с апоптозом в разных типах клеток. MIR96 
может способствовать апоптозу клеток пульпозного 
ядра воздействуя на FRS2 [14]. MIR96 регулирует рост 
клеток RGC-5 посредством каспазозависимого апоп-
тоза [15]. В исследовании на мышиной модели  с бо-
лезнью Паркинсона было показано, что экспрессия 
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MIR96 может ингибировать экспрессию iNOS и апоп-
тоз дофаминергических нейронов путем инактивации 
сигнального пути MAPK посредством действия на ген 
CACNG5 [16].

Несмотря на предыдущие результаты исследова-
ний роль MIR33а, MIR758, MIR96 в качестве прогно-
стических биомаркеров риска развития атеросклеро-
за остается неясной. Поэтому целью нашего исследо-
вания был поиск ассоциации между полиморфными 
вариантами микроРНК MIR96 (rs13231740), MIR758 
(rs1885068), MIR33a (rs9620000) и риском развития 
атеросклероза.

Материалы и методы

В исследование был включен биоматериал (образ-
цы крови из локтевой вены)   жителей Ростовской об-
ласти в возрасте от 55 до 83 лет. Исследование было 
одобрено этическим комитетом Южного Федераль-
ного Университета. Каждый участник исследования 
подписал информированное согласие и заполнил ан-
кету с клиническими данными, на основе которых 
были определены контрольная группа и группа лиц 
с атеросклеротическим поражением сосудов. Груп-
пы случай – контроль формировали на основе уль-
трасонографического исследования и результатов 
липидограммы [17]. Контрольная группа состояла 
из 103 условно здоровых доноров без утолщения инти-
ма-медиального слоя сонных артерий и клинических 
и биохимических маркеров атеросклероза. В группу 
с атеросклерозом вошли 100 участников с изменени-
ями в биохимическом профиле крови и увеличением 
толщины интима-медиального слоя от 0,9 мм и выше. 
В группе пациентов с атеросклерозом было 57 мужчин 
(57%) и 43 женщины (43%), а в контрольной группе – 
44 мужчины (42,71%) и 59 женщин (57,29%). Критери-
ями исключения были перенесенный ранее инфаркт 
миокарда, реваскуляризация коронарных и сонных 

артерий, инсульт и прием статинов или других гипо-
липидемических средств.

Геномная ДНК для молекулярно-генетических ис-
следований была выделена из периферической кро-
ви участников исследований набором QIAamp DNA 
Blood mini kit (Qiagen, Germany). Генотипирование вы-
полнили с помощью аллель специфичной ПЦР сме-
сью qPCRmix –HS («Евроген», Россия). Амплифи-
кацию проводили на приборе Real-time CFX96 Touch 
(США). Праймеры для ПЦР были подобраны с помо-
щью программы WASP Web-based Allele Specific Primer 
http://bioinfo.biotec.or.th/WASP. Последовательности 
праймеров и их характеристики представлены в табл. 1.

Анализ на соответствие частот равновесию Хар-
ди-Вайнберга проводили с помощью калькулято-
ра http://oege.org/software/hardy-weinberg.html. От-
ношение шансов (ОШ), доверительный интервал 
(ДИ) и χ2 рассчитывали в программе «Ген-эксперт» 
http://84.201.145.131/index.php.

Результаты

В результате генотипирования и статистического 
анализа мы определили частоты аллелей и генотипов 
полиморфных участков MIR96 (rs13231740), MIR758 
(rs1885068), MIR33a (rs9620000) у 100 больных атеро-
склерозом и 103 условно-здоровых доноров. Распре-
деление наблюдаемых частот генотипов в контроль-
ной группе соответствует равновесию Харди–Вайн-
берга (табл. 2).

Результаты генотипирования MIR33a (rs9620000) 
T>С (c.2907 + 201T>C) в контрольной группе показа-
ли, что генотип TС наблюдался в 11,7% случаев, тогда 
как генотипы ТТ и CC присутствовали у 85,4% и 2,9% 
соответственно. Частоты аллелей T и C в контрольной 
группе составили 91,3% и 8,7% соответственно. В груп-
пе пациентов  с атеросклерозом генотипы TT, ТС, СС 
наблюдали в 50%, 39% и 11% случаев. Частота аллелей 

Таблица 1. Последовательности праймеров

Table 1. Primer sequences

МиРНК Праймер прямой норма 5’/  
температура плавления

Праймер прямой минорный аллель 5’/  
температура плавления

Праймер общий обратный 5’/ тем-
пература плавления

MIR758
(rs1885068)

CCACCAAAGGTCCTGCCA /63.12 CCACCAAAGGTCCTGCCC / 63.84 CCAAATGTGGCTGAGTTGGA /  
62.04

MIR96 
(rs13231740)

GAGCCTGGGCTGCTGGTAT / 62.67 GAGCCTGGGCTGCTGGTAG / 63.39 AGGACCATCCATCTCCTTGC / 
61.40

MIR33a 
(rs9620000)

GAAAGGTGCAGGTAGAAACAAG / 
58.06

GAAAGGTGCAGGTAGAAACAAA / 
58.43

TGAGTGGGAGCTGAGTTGG / 
59.96
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T и C в группе пациентов с атеросклерозом составила 
69,5% и 30,5%. Для MIR33a установлена статистически 
значимая ассоциация (χ2 =25,59; р=4,0Е-7) (табл. 3).

Результаты генотипирования в контрольной груп-
пе показали, что генотип TT  MIR758 rs1885068 иден-
тифицирован у 45,6% доноров, тогда как TG и GG 
присутствовали в 37,9% и 16,5% случаев. Частоты алле-
лей T и G в контрольной группе составили 64,6% и 35,4%. 
У пациентов с атеросклерозом  генотип  TT присутствовал 
в 45% случаев, а генотипы TG и GG были зафиксированы 
у 43% и 12%. Частота аллелей T и G составила 66,5% 
и 35,5% соответственно. У здоровых и больных атеро-
склерозом жителей Ростовской области распределение  
аллелей и генотипов не различается, то есть не установ-
лена ассоциация MIR758 rs1885068 T/G (n.2086-912T>G) 
с атеросклерозом (р>0,05) (табл. 4).

Анализ распределения частот генотипов MIR96 
rs13231740 A / C (g.129775479A> C) в контрольной 

группе показал, что генотип СС присутствовал в 7,8% 
случаев, тогда как генотипы AA и АC зафиксирова-
ны в 64,1% и 28,2% случаев. Частоты аллелей A и C 
в контрольной группе составили 78,2% и 21.8%. В груп-
пе пациентов с атеросклерозом распределение частот 
генотипов выглядело следующим образом: AA=46%, 
AC=43%, CC=11%. Частота аллелей А и C составила 
67,5% и 32,5%.

Распределение генотипов между группами лиц 
с атеросклерозом и контролем статистически значи-
мы (χ2 =5,29; р=0,02) (табл. 5).

Обсуждение

Мы провели систематический анализ литературы 
и баз данных для формирования списка полиморфных 
вариантов в генах микроРНК, подходящих для поиска 
ассоциации с риском развития атеросклероза. В связи 

Таблица 2. Частоты генотипов полиморфных вариантов генов MIR96 (rs13231740), MIR758 (rs1885068), MIR33a (rs9620000) 
в группе пациентов с атеросклерозом и в контрольной группе 

Table 2. Genotype frequencies of MIR96 (rs13231740), MIR758 (rs1885068), MIR33a (rs9620000) polymorisms  
in the group of patients with atherosclerosis and in controls

Ген SNP Группа p for HWE χ2 NN NP PPc

MIR33а rs9620000 Пациенты 0,56 0,35 50 39 11
Контроль 0,21 1,59 88 12 3

MIR758 rs1885068 Пациенты 0,75 0,10 45 43 12
Контроль 0,23 1,46 47 39 17

MIR96 rs13231740 Пациенты 0,01 0,94 46 43 11
Контроль 0,25 1,32 66 29 8

Примечание: NN – гомозигота по нормальному аллелю; NP – гетерозигота; PP – гомозигота по минорному аллелю; статистически зна-
чимые различия по χ2 (при p≤0,05)

Таблица 3. Частоты генотипов и аллелей MIR33a (rs9620000) T/С ( c.2907 + 201T> C) 

Table 3. MIR33a (rs9620000) T/C ( c.2907 + 201T> C) genotype and allele frequencies

Генотипы
Атеросклероз Контроль

χ2 p
ОШ

(n=100) (n=103) Знач. 95%ДИ

TT 0,500 0,854 25,59 4,0E-7 0,17 0,09 – 0,33

TC 0,390 0,117 4,85 2,35 – 10,00

CC 0,110 0,029 4,12 1,11 – 15,24

Аллели

T 0,695 0,913 30,67 3,0E-8 0,22 0,12 – 0,39

C 0,305 0,087 4,58 2,59 – 8,10

Примечание: n – количество обследованных; р – уровень значимости; ОШ – отношение шансов; χ2 –хи-квадрат. 
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с тем, что число таких SNP ограничено высокой кон-
сервативностью генов микроРНК, мы выбрали всего 
три полиморфных участка: rs13231740 в гене MIR96, 
rs1885068 в гене MIR758, rs9620000 в гене MIR33a, ас-
социация которых продемонстрирована в нескольких 
исследованиях.

Из трех исследуемых полиморфных вариантов 
не выявлена ассоциация только  rs1885068 MIR758: от-
сутствовали различия распределений генотипов по по-
лиморфизму n.2086-912T> G гена MIR758 у пациентов 
с атеросклерозом и в контрольной группе. Однако в ря-
де работ продемонстрирована ассоциация этого поли-
морфного локуса в популяции Азии [18]. По данным 
проекта «1000 геномов» наши результаты генотипи-
рования в контрольной выборке совпадают с данны-
ми по европейской популяции (T: 0,643 (647) G: 0,357 
(359), поэтому можно предположить, что  отсутствие 
ассоциации rs1885068 с риском развития атеросклероза 
у жителей Ростовской области может быть связано с эт-
ническими различиями в частоте мутантного аллеля.

Одним из основных преимуществ нашего иссле-
дования были тщательно сформированные группы 
из представителей жителей Ростовской области, что 
исключает межпопуляционные различия, которые мо-
гут осложнить оценку функциональной значимости из-
учаемых полиморфизмов. Кроме того, каждый участ-
ник исследования предварительно прошел обследо-
вание, включая ультрасонографию сонных артерий 
и биохимический анализ (липидограмма) [19].

Также в исследовании есть некоторые ограниче-
ния, во-первых, мы не принимали во внимание об-
раз жизни и факторы окружающей среды, во-вторых, 
наш вывод нельзя распространять на другие этниче-
ские группы, в-третьих, необходимы дополнительные 
функциональные эксперименты, чтобы подтвердить 
результаты этого исследования.

Таким образом, генотип AC гена MIR96 
(rs13231740) (ОШ 1,92 95%ДИ  1,07 – 3,45;  р=0,02) 
и генотипы ТC и CC гена MIR33a (rs9620000)  (ОШ 
4,85 95%ДИ  2,35 – 10,00; ОШ 4,12 95%ДИ 1,11-15,24 

Таблица 4. Частоты генотипов и аллелей MIR758 rs1885068 T /G (n.2086-912T> G)

Table 4. MIR96 rs13231740 A/C (g.129775479A>C) genotype and allele frequencies

Генотипы
Атеросклероз Контроль

χ2 р
ОШ

(n=100) (n=103) Знач. 95%ДИ
TT 0,450 0,456 0,15 0,7 0,97 0,56 – 1,69
TG 0,430 0,379 1,24 0,71 – 2,17
GG 0,120 0,165 0,69 0,31 – 1,53
Аллели
T 0,665 0,646 0,17 0,68 1,09 0,72 – 1,64
G 0,335 0,354 0,92 0,61 – 1,38

Примечание: n – количество обследованных; р – уровень значимости; ОШ – отношение шансов; χ2 –хи-квадрат.

Таблица 5. Частоты генотипов и аллелей MIR96 rs13231740 A / C (g.129775479A> C)

Table 5. Genotype and allele frequencies of MIR96 rs13231740 A/C (g.129775479A>C)

Генотипы
Атеросклероз Контроль

χ2 р
ОШ

(n=100) (n=103) Знач. 95%ДИ
АА 0.460 0.641 5.29 0.02 0.48 0.27 – 0.84
АC 0.430 0.282 1.92 1.07 – 3.45
СС 0.110 0.078 1.47 0.56 – 3.82
Аллели
A 0.675 0.782 5.83 0.02 0.58 0.37 – 0.90
C 0.325 0.218 1.72 1.11 – 2.68

Примечание: n – количество обследованных; р – уровень значимости; ОШ – отношение шансов; χ2 –хи-квадрат.
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р=4.0E-7) ассоциированы с повышенным риском 
развития атеросклероза. Полиморфизм гена MIR758 
(rs1885068) не ассоциирован с развитием атеросклеро-
за. Тем не менее, наши результаты нуждаются в даль-
нейшей проверке в будущих исследованиях с большим 
размером выборки и более разнообразными этниче-
скими группами.
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