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СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

АИЗ - аутоиммунные заболевания 

АПК - антиген-презентирующие клетки  

ВПРС - вторично-прогрессирующий рассеянный склероз 

ГЭБ - гематоэнцефалический барьер 

ГХ-МС - газовая хромато-масс-спектрометрия  

ДНЗ - другие неврологические заболевания 

ЗСНОМ - заболевание спектра нейрооптикомиелита 

КИС - клинически изолированный синдром 

MHC (major histocompatibility complex) - главный комплекс 

гистосовместимости  

ППРС - первично-прогрессирующий рассеянный склероз 

ПИТРС – препараты, изменяющие течение рассеянного склероза 

РС - рассеянный склероз 

РРС - ремиттирующий рассеянный склероз 

РИС - радиологически изолированный синдром 

ЦМВ - цитомегаловирус 

ЦНС - центральная нервная система  

ЭАЭ - экспериментальный аутоиммунный энцефаломиелит 

ЭБВ - вирус Эпштейна-Барр 

NGS - высокопроизводительное секвенирование нового поколения 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность 

     Рассеянный склероз (РС) считается одной из главных неврологических 

причин инвалидизации молодого населения. В 2016 г. в мире было 

зафиксировано свыше 2 млн случаев РС, это отвечает росту почти на 10% с 

1990 г. [1]. При РС, особенно на ранних стадиях, остаются неясными 

этиология и патогенез нейровоспаления и нейродегенерации, что затрудняет 

проведение ранней диагностики, профилактики и максимально эффективной 

терапии на начальной стадии заболевания. 

     Микробиом (сообщество микроорганизмов, населяющих конкретную среду 

обитания) человека индивидуален и рассматривается как генетически 

обусловленный признак, различающийся как на видовом, так и на штаммовом 

уровне. Нет ни одной функции организма, на которую бы микробиом не влиял 

тем или иным способом. В связи с чем, его по праву можно рассматривать как 

особый орган или «суперорганизм», выполняющий жизненно важные 

функции, в том числе в развитии и функционировании нервной системы в 

норме и при патологии. Описаны изменения микробиома в разных тканях и 

биологических жидкостях человека, связанных с широким спектром 

аутоиммунно-воспалительных заболеваний. При РС описаны различные 

комбинации изменения микробиома кишечника, что позволяет говорить о 

патологическом функционировании оси «мозг-кишечник» при этом 

заболевании [2]. Но полученные данные по микробиому кишечника 

противоречивы и зависят от методологических особенностей забора 

биологического материала и выбранных групп пациентов. Выявленные 

изменения пока трактуются как дисбаланс, патогенетическое значение 

которого на разных стадиях течения РС и в зависимости от получаемого 

лечения пока не изучено. По данным литературы изменения состава 

микробиома при РС имеются на различных уровнях. В частности, при 

сравнении со здоровыми донорами показано уменьшение антител к а1,3-

галактозе (Gal) при РС. Gal является результатом продукции микробиоты. В 
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контексте РС наблюдается снижение уровня бактерий, производящих 

галактозидазу (Gal). Учитывая, что антитела к галактозидазе формируются 

уже в раннем возрасте, можно предположить о генетической 

предрасположенности к изменениям микробиоты, характерным для РС, что 

свидетельствует об уменьшении биоразнообразия микробиоты при РС. [2]. 

Некоторые препараты для лечения РС (ПИТРС) оказывают влияние на состав 

микробиоты, в частности, на рост Clostridium perfringens. По данным 

литературы показано, что диметилфумарат, терифлуномид и финголимод 

подавляют рост Clostridium perfringens. Данный микроорганизм обладает 

определенным тропизмом к гематоэнцефалическому барьеру (ГЭБ) и миелину 

центральной нервной системы (ЦНС), вызывая селективную гибель зрелых 

олигодендроцитов и демиелинизацию. Диметилфумарат имеет свойство 

уничтожать грибы — это может влиять на эффективность лечения РС [3, 4]. 

Исследователи обнаружили грибковую инфекцию в нервной системе у 

пациентов с РС [5].  

     Микробиом у людей с рассеянным склерозом изучен, но данные о его 

составе в спинномозговой жидкости отсутствуют. Исследование этого также 

не проводилось у людей с радиологически изолированным синдромом. 

     ЦСЖ, которая омывает всю ЦНС и часто находится в прямом контакте с 

пораженным участком, может служить ценным источником биомаркеров 

различных заболеваний нервной системы. В качестве таких маркеров могут 

выступать свободные внеклеточные (циркулирующие) мтДНК и яДНК, 

микроРНК. Изменение последних в ликворе было показано для болезни 

Альцгеймера [6], различных опухолей ЦНС [7], у недоношенных детей после 

внутрижелудочкового кровоизлияния [8].  

     МикроРНК (miRNA), представляющие собой короткие одноцепочечные 

некодирующие РНК длиной примерно от восемнадцати до двадцати пяти 

нуклеотидов, принимают активное участие в регуляции экспрессии генов 

после транскрипции. Они могут либо замедлять, либо ускорять разложение 

мРНК, что в конечном итоге влияет на количество производимого клеткой 
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белка. Обычно тканеспецифичные микроРНК участвуют в патогенезе многих 

заболеваний. Свободные циркулирующие микроРНК были обнаружены почти 

во всех жидкостях человеческого организма, таких как плазма и сыворотка 

крови, моча, слюна, слеза и ЦСЖ. На момент начала данного исследования 

было опубликовано несколько работ, посвященных исследованию изменений 

концентрации микроРНК в ЦСЖ больных РС. В одной из работ сравнивали 

экспрессию 380 микроРНК в составе miRNome microRNA Profilers QuantiMir 

Human PCR array между ЦСЖ больных РС и группой пациентов, страдающих 

от 19 различных неврологических заболеваний. Была показана 

дифференциальная экспрессия для miR-922, miR181c и miR-633 [9]. В другой 

работе при сравнении концентрации микроРНК между совокупной группой, 

включающей больных РС и клинически изолированный синдром (КИС) и 

группой больных, включающей другие воспалительные и невоспалительные 

неврологические заболевания, было показано, что для больных РС и КИС 

характерна повышенная концентрация miR-150 в ЦСЖ [10]. В еще одной 

работе было воспроизведено повышение экспрессии miR-150 в ЦСЖ больных 

РС. Наряду с miR-150 в этой работе выявлено увеличение экспрессии miR-328, 

miR-30a-5p и miR-645, а также снижение экспрессии miR-21, miR-199a-3p, 

miR-191, miR-365, miR-106a and miR-146a [11]. Авторы другой работы 

предприняли попытку исследовать микроРНК в ЦСЖ больных РС в качестве 

маркера активности заболевания. При сравнении концентраций в ликворе 28-

ми микроРНК между группами больных РС с контраст-позитивными 

(гадолиний) и контраст-негативными очагами показано, что для первых 

характерно стабильное повышение miR-21 и miR-146a/b [12]. В другом 

исследовании проводили комплексный анализ, исследуя дифференциальную 

экспрессию микроРНК одновременно в ЦСЖ, плазме и мононуклеарных 

клетках периферической крови. Подтверждена ассоциация с РС повышения 

концентрации микроРНК miR-146a-5p, 150-5p, 155-5p в ЦСЖ. Дополнительно 

выявлено изменение концентраций miR-15a-3p, 124-5p, 149-3p, 29c-3p, 33a-3p, 

34c-5p и 297 в ЦСЖ больных РС [13]. Необходимо отметить, что все эти 
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исследования проводились путем анализа ограниченного набора микроРНК, 

либо методами количественной ПЦР, либо с использованием «чипов низкой 

плотности». Последние позволяют анализировать несколько сотен микроРНК, 

однако все равно не покрывают всего их разнообразия. На момент начала 

данного исследования для РС не было опубликовано ни одной работы, в 

которой весь пул микроРНК (мирном) в ЦСЖ исследовался единовременно с 

помощью высокопроизводительных методов, в частности методом 

секвенирования нового поколения (NGS). Профилирование микроРНК в 

ликворе лиц с РИС также ранее не проводилось.  

Степень разработанности темы исследования 

     Имеющиеся работы по изучению изменений микробиома в разных тканях 

и биологических жидкостях человека, связанных с широким спектром 

аутоиммунно-воспалительных заболеваний, в том числе с РС, ранее не 

касались ЦСЖ. Такого рода исследование проводится впервые.  

     В настоящее время опубликовано несколько работ, посвященных 

исследованию изменений концентрации микроРНК в ЦСЖ больных РС. 

Необходимо отметить, что все эти исследования проводились путем анализа 

ограниченного набора микроРНК, либо методами количественной ПЦР, либо 

с использованием «чипов низкой плотности». Последние позволяют 

анализировать несколько сотен микроРНК, однако все равно не покрывают 

всего их разнообразия. На момент начала исследования для РС не было 

опубликовано ни одной работы, в которой весь пул микроРНК (мирном) в 

ЦСЖ исследовался единовременно с помощью высокопроизводительных 

методов, в частности методом секвенирования нового поколения (NGS). 

Профилирование микроРНК в ЦСЖ лиц с РИС также ранее не проводилось.  

Цель исследования 

     Анализ генома (микробиома и мирнома) ЦСЖ при ремиттирующем и 

первично-прогрессирующем типах течения РС и РИС. 

Задачи исследования 
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1. Исследование микробиотических показателей ЦСЖ и крови методом 

ГХ-МС у пациентов с РРС в различных стадиях, ППРС, РИС и контрольной 

группы без предыдущего лечения. 

2. Для улучшения понимания механизма действия, дополнительное 

изучение качественного состава микробиома в тех же образцах. 

3. Проведение сравнения профилей экспрессии микроРНК в 

цереброспинальной жидкости (ЦСЖ) между пациентами с рецидивирующим 

рассеянным склерозом (РРС), прогрессирующим рассеянным склерозом 

(ППРС), лицами с радиологически изолированным синдромом (РИС) и 

контрольной группой с использованием метода высокопроизводительного 

секвенирования (NGS). 

4. Статистическая обработка полученных результатов. 

Научная новизна исследования 

     Описаны изменения микробиома в разных тканях и биологических 

жидкостях человека, связанных с широким спектром аутоиммунно-

воспалительных заболеваний. Все исследования пока не касались «тканевой 

жидкости» – ликвора, что вызывает особый интерес при изучении РС и 

предрасполагающих состояний (РИС). Данное исследование позволило 

впервые должным образом оценить изменения состава и структуры 

микробиома ЦСЖ. Используя метод ГХ-МС, с высокой чувствительностью, 

можно даже в случае очень низких концентраций количественно определить 

маркеры микробиоты. Это позволяет проанализировать состав 

цереброспинальной жидкости (ЦСЖ), который прямо связан с изменениями в 

центральной нервной системе (ЦНС). 

     Свободные циркулирующие микроРНК были обнаружены почти во всех 

жидкостях человеческого организма, таких как плазма и сыворотка крови, 

моча, слюна, слеза и ЦСЖ. На момент начала данного исследования было 

опубликовано несколько работ, посвященных исследованию изменений 

концентрации микроРНК в ЦСЖ больных РС. Необходимо отметить, что все 

эти исследования проводились путем анализа ограниченного набора 
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микроРНК, либо методами количественной ПЦР, либо с использованием 

«чипов низкой плотности». Последние позволяют анализировать несколько 

сотен микроРНК, однако все равно не покрывают всего их разнообразия. К 

моменту начала исследования для РС не было опубликовано ни одной работы, 

в которой весь пул микроРНК (мирном) в ЦСЖ исследовался единовременно 

с помощью высокопроизводительных методов, в частности методом 

секвенирования нового поколения (NGS). Профилирование микроРНК в ЦСЖ 

лиц с РИС также ранее не проводилось.  

Теоретическая и практическая значимость исследования 

      Выявленные изменения позволят качественно и количественно оценить 

изменения генома ЦСЖ (микробиотических показателей, микроРНК) на 

ранних стадиях различных типов течения РС и при РИС, что позволит выявить 

новые механизмы развития заболевания и предложить принципиально новые 

маркеры диагностики и, возможно, направления для терапии. Все это позволит 

внести вклад как в фундаментальную неврологию, так и практическую. 

Методология исследования 

       Исследование было выполнено в дизайне клинического проспективного 

нерандомизированного исследования с проведением люмбальной пункции, 

лабораторного анализа цельной крови и ЦСЖ (скринингового исследования 

микробиотических показателей крови и ЦСЖ методом газовой хромато-масс-

спектрометрии микробиотических маркеров, анализ микроРНК ЦСЖ с 

помощью секвенирования нового поколения (NGS)), с применением 

информации обследования (неврологического) и методов обработки 

статистического типа. Распределение на группы проводилось по варианту 

течения заболевания: основная группа состояла из трех подгрупп (пациенты с 

РРС, ППРС и лица с РИС), контрольную группу составили лица с 

невоспалительными заболеваниями нервной системы. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Содержание маркеров микробиоты в ЦСЖ пациентов с РС по 

сопоставлению с пациентами из группы контроля достоверно увеличено, что 
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позволяет предположить участие полимикробной инфекции в этиологии и 

патогенезе РС. 

2. Увеличение содержания микробных маркеров в ЦСЖ, при отсутствии 

аналогичных изменений в крови, позволяет говорить о наличии конкретного 

паттерна микробиотических и вирусных маркеров, который является 

характерным непосредственно для ЦСЖ пациентов с РС, но не для плазмы 

крови. 

3. Повышен маркер Pseudomonas aeruginosa у пациентов с РСремиссия и 

РИС. С учетом данных, которые уже имеются в литературе, это говорит о 

вероятной молекулярной мимикрии между антигенами Pseudomonas 

aeruginosa и компонентами миелиновой оболочки.  

4. При профилировании микроРНК ЦСЖ пациентов с РРС, ППРС и лиц с 

РИС методом NGS малых РНК присутствуют и дифференциально 

экспрессируются (в отличие от контрольной группы) определенные 

микроРНК, что может указывать на участие данных микроРНК в патогенезе 

РС и предрасполагающих состояний (РИС) и возможно рассмотрением их в 

качестве потенциальных дополнительных маркеров РС и РИС при 

дифференциальной диагностике с ДНЗ.  

5. МикроРНК, общие для групп РРСремиссия, ППРС и РИС, значимо 

отличающиеся от контрольной группы можно рассмотреть в качестве 

потенциального дополнительного прогностического маркера трансформации 

в РС для лиц с РИС, а также прогноза типа течения при трансформации в РС 

при наличии микроРНК дифференциально экспрессирующихся для РРС и 

ППРС. Особый интерес вызывают hsa-miR-656-3p, hsa-miR-3131, hsa-miR-

6799-3p, hsa-miR-1283, hsa-miR-10396a-5p, hsa-miR-10396b-5p, hsa-miR-487b-

3p, hsa-miR-219b-5p, hsa-miR-1913, общие для РС и РИС.  

Степень достоверности и апробация результатов 

      За счет достаточного объема клинического и лабораторного материала 

и применения корректных статистических методов, соответствующих 

поставленным задачам, была обеспечена надежность результатов 
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исследования. Благодаря системному анализу полученных данных в 

диссертации представлены обоснованные выводы, положения и 

рекомендации. Основные выводы работы были представлены на 

конференциях. 

Апробация результатов работы 

      Материалы диссертации доложены на российских и международных 

конференциях: ХXXII Межрегиональная научно-практическая конференция 

«Актуальные вопросы неврологии и нейрохирургии: аутоиммунные и 

орфанные заболевания нервной системы: алгоритмы диагностики и лечения» 

26-27 мая 2023г., г.Томск (1 место в конкурсе молодых ученых); XI Сибирская 

межрегиональная научно-практическая конференция «Аутоиммунные 

заболевания в неврологии: ранний старт – ключ к успеху» 16-18 февраля 

2023г, г.Новосибирск; V юбилейный конгресс Российского Комитета 

Исследователей рассеянного склероза с международным участием 

«Рассеянный склероз и другие демиелинизирующие заболевания. Вопросы 

патогенеза, диагностики и терапии» 28-30 сентября 2023г, г.Уфа (1 место в 

конкурсе молодых ученых); I Российский неврологический конгресс с 

международным участием 26-27 октября 2023г, г.Москва; Всероссийская 

научно-практическая конференция «Перспективные направления диагностики 

и терапии демиелинизирующих заболеваний» и Конференции молодых 

ученых по итогам Конгресса РОКИРС 2023, 15-16 декабря 2023г, г.Ярославль. 

      Диссертация, апробированная и одобренная 23 мая 2023 года кафедрой 

неврологии, нейрохирургии и медицинской генетики лечебного факультета 

Российского национального исследовательского медицинского университета 

имени Н.И.Пирогова Министерства здравоохранения Российской Федерации, 

рекомендована для защиты. 

Внедрение в практику 

      Результаты исследования внедрены в практическую и научную работу 

неврологического отделения ФГБУ «Федеральный центр мозга и 

нейротехнологий» ФМБА России, неврологического отделения ГБУЗ «ГКБ № 
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24 ДЗМ», практическую работу неврологического отделения Московского 

центра рассеянного склероза, а также в учебную работу кафедры неврологии, 

нейрохирургии и медицинской генетики ФГАОУ ВО лечебного факультета 

«РНИМУ им. Н.И. Пирогова». 

Публикации по теме диссертации 

      Результаты исследования были отражены в четырех публикациях, 

опубликованных в научных изданиях, прошедших рецензирование ВАК при 

Министерстве науки и высшего образования Российской Федерации. По теме 

диссертационной работы был одобрен и успешно выполнен грант РНФ №22-

15-00284. 

Личный вклад автора 

      Автором проведен поиск и анализ научной литературы по теме 

диссертационной работы, составление дизайна исследования, отбор 

пациентов, неврологическое исследование с оценкой по шкале EDSS, анализ 

МРТ пациентов, люмбальная пункция с последующим забором биоматериала, 

пробоподготовкой, анализ полученных результатов, статистический анализ 

полученных данных, подготовка докладов и научных статей. 

Структура и объем диссертации 

            Диссертация представлена на 131 странице, включающих перечень 

сокращений, вводную часть, основную часть, обзор литературы, описание 

материалов и методов, обсуждение результатов, выводы, практические 

рекомендации, список литературы и приложения. Приведены девятнадцать 

таблиц и девятнадцать рисунков. Список литературы включает 150 

источников, в том числе 4 отечественных и 146 зарубежных. 
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          ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Этиология и механизм развития РС 

 РС - тяжелое инвалидизирующее заболевание, при котором развиваются 

процессы хронического нейровоспаления и нейродегенерации в ЦНС, с 

последовательно развивающимся каскадом иммуноопосредованных реакций, 

которые приводят к разрушению миелина и, как следствие, к очаговому 

неврологическому дефициту. 

          При РС выделяют разнообразные варианты течения заболевания. 

Наиболее распространен (85% случаев) ремиттирующий вариант течения РС 

(РРС), который характеризуется чередованием периодов обострений и 

ремиссий [14]. Другой вариант течения – первично-прогрессирующий 

(ППРС), когда с дебюта заболевания неврологический дефицит неуклонно 

нарастает. Такой вариант течения РС наблюдается у 10-15% пациентов [15]. 

Следующий вариант течения вторично-прогрессирующий (ВПРС), при 

котором происходит непрерывное нарастание неврологического дефицита 

независимо от обострений [16]. Данный вариант течения является исходом 

РРС в среднем через 10-20 лет от манифестации заболевания. По данным 

анализа литературы при несвоевременном начале терапии ПИТРС почти у 

половины пациентов с РРС за десять лет с начала заболевания и у 30-40% 

пациентов за двадцать лет начинает развиваться ВПРС. Также существуют 

состояния так называемой «предболезни», к которым относится клинически 

изолированный синдром (КИС) и радиологически изолированный синдром 

(РИС), зачастую они предшествуют РС, но не сразу трансформируются в него.  

1.1.1. Эпидемиологические характеристики РС 

           В первую очередь РС является социальной проблемой, так как поражает 

лиц дееспособного возраста (от восемнадцати до пятидесяти лет). 

Заболеваемость РС с каждым годом неуклонно растет. Так на сегодняшний 

день в мире было зарегистрировано свыше двух с половиной миллионов 

больных РС. Число больных из России в этой статистике примерно двести 

тысяч человек. Наблюдаемое в последние годы увеличение 
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распространенности РС связывают не только с ростом заболеваемости, но и с 

увеличением средней продолжительности жизни благодаря проводимой 

ранней эффективной терапии РС и усовершенствованием методов 

диагностики, в том числе периодический пересмотр критериев постановки 

диагноза. Статистика иллюстрирует, что у лиц женского пола РС встречается 

чаще вдвое, чем у лиц мужского пола. У лиц мужского пола, ППРС, согласно 

статистике, встречается чаще. 

            Распространённость РС в зависимости от этнической принадлежности: 

1. Европейцы: РС чаще 

2. Азиаты и коренные американцы: РС реже 

3. В Азии: примерно 2 случая на 100 000 человек 

4. В западных странах: примерно 1 случай на 1000 человек 

5. В России: более 30 случаев на 100 тысяч населения [17].  

1.1.2. Патогенез РС 

           Этиология и патогенез определены не до конца. В основе механизма 

развития РС лежит аутоиммунное воспаление, как и при других 

аутоиммунных заболеваний (АИЗ). При аутоиммунном воспалении иммунная 

система атакует свои собственные ткани, что вызывает образование антител и 

выделение воспалительных веществ. Это может привести к разрушению 

клеток олигодендроцитов и утрате миелина в ЦНС. Считается, что при АИЗ 

фактором постоянного поддержания аутореакций является хроническое 

воспаление, при котором все время вырабатываются провоспалительные 

медиаторы, что по соответствующему принципу обратной связи препятствует 

непосредственно окончанию ответа иммунной системы организма [18]. 

          Патогенез рассеянного склероза (РС) включает в себя три ключевые 

стадии: 

1. Активация периферических иммунных клеток. 

2. Проникновение этих клеток через гематоэнцефалический барьер. 

3. Развитие аутоиммунного воспаления в ЦНС. 
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Вышеперечисленные процессы приводят к тому, что повреждаются 

олигодендроциты (клетки, образующие миелин), а также приводят к 

демиелинизации (потере миелина), гибели аксонов (нервных волокон) и 

нейродегенерации, что становится причиной неврологических нарушений. 

(Рис 1).  

 

Рисунок 1 (модифицировано из [19]).  

В ходе развития РС: 

1. Антигенпрезентирующие клетки активируют Т-клетки за счет 

«подражания» некоторых антигенов (механизм мимикрии). 

2. При РС антигены могут «подражать» антигенам ЦНС, что стимулирует 

активацию Т-лимфоцитов. 

3. Клетки присоединяются непосредственно к капиллярам мозгового барьера 

и перемещаются в головной мозг и активируются астроцитами или 

микроглией. 
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5. Вышеописанное вызывает воспалительный процесс, сопровождаемый 

непосредственно выделением разнообразных веществ. 

6. Воспаление поддерживается через обратную связь, активируя другие 

клетки. 

В конечном итоге, происходит разрушение миелина и гибель нервных 

волокон. 

При развитии рассеянного склероза (РС) начинается каскад аутоиммунных 

реакций в организме, при которых активизируются определенные виды белых 

кровяных клеток, называемых Т- и В-лимфоцитами (особенно важную роль 

играют CD4+ Т-лимфоциты), находящихся в периферических лимфоидных 

органах. Это происходит из-за антигенов собственных тканей человека, 

которые представляются иммунным клеткам чужеродными или из-за 

антигенов чужеродных микроорганизмов, которые, благодаря своей 

структуре, могут напоминать нашим клеткам собственные [20].  

Активация CD4+ Т-лимфоцитов приводит к изменениям в Th1 и Th17, и 

снижению функции Т-регуляторов. Активированные Т- и В-лимфоциты: 

- преодолевают гематоэнцефалический барьер, взаимодействуя 

непосредственно с белками на клетках и стенках сосудов мозга; 

- повреждают миелин, вызывая воспаление, инициирующее непосредственно 

разрушение миелина и формирование демиелинизирующих очагов, 

характерных для РС [22]. Из образовавшихся очагов демиелинизации 

высвобождаются аутоантигены миелина, которые ранее были изолированы, 

это способствует поддержанию аутоиммунного воспаления в результате 

постоянной активации Т-лимфоцитов [23]. При развитии стадии вторичного 

прогрессирования РС, нет необходимости в инфильтрации аутореактивных Т-

лимфоцитов, поддержание аутоиммунного процесса происходит даже без 

этого. 

          По истечении 10-15 лет заболевания, когда имеется значительная 

демиелинизация, начинается фаза прогрессирования и накопления 

неврологического дефицита. При этом происходит уже не только разрушение 
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миелина, но и повреждение аксонов и гибель клеток. Воспаление при РС 

локализуется не только в паренхиме головного и спинного мозга, но и 

оболочках мозга, когда инфильтрация клеток-лимфоцитов происходит в 

фолликулах, расположенных вблизи оболочек мозга, далее высвобождаются 

воспалительные медиаторы. Данный процесс приводит к формированию 

очагов демиелинизации в сером веществе коры головного мозга и 

способствует повреждению аксонов при прогрессирующем РС (ППРС, ВПРС) 

[24], так начинается процесс нейродегенерации (нейроаксональное 

повреждение).  

          Th1-субпопуляция Т-лимфоцитов играет ключевую роль в 

аутоиммунном воспалительном процессе, проявленном в моделях РС на 

животных: 

1. Th1-лимфоциты вырабатывают IFNγ, IL-2 и TNFα. 

2. Treg-клетки вырабатывают IL-17 [25]. Взаимодействие между Th1 и Th2 

клетками фундаментально в регуляции иммунной системы, включая 

аутоиммунные процессы. 

- Субпопуляция Th2 клеток, вырабатывающая IL-4, 5 и 10, выступает 

непосредственно в качестве антагонистов Th1 клеток. 

- Модель ЭАЭ демонстрирует баланс между Th1 и Th2 клетками. 

- Эффективность терапии при РС подчеркивает важную роль Th1 клеток и 

сдвиг в балансе цитокинов в сторону Th2. 

- В механизме развития рассеянного склероза можно выделить следующие 

этапы: 

1. Активация CD8+ Т-клеток: CD8+ Т-клетки активируются и 

направляются к центральной нервной системе. 

2. Нанесение повреждений нейронам и олигодендроцитам: CD8+ Т-клетки 

наносят прямой вред нейронам и олигодендроцитам, что вызывает 

разнообразные изменения в аксонах. 



19 
 

3. Участие В-клеток: данные клетки также участвуют, вероятно, 

посредством секреции аутоантител и представление антигенов Т-

клеткам. 

4. Присутствие В-клеток в очагах поражения: обнаружение В-клеток в 

очагах поражения в центральной нервной системе, включая оболочки 

мозга, подтверждает их роль в патогенезе болезни. 

5. Эффективность анти-B-клеточной терапии: успех анти-B-клеточной 

терапии дополнительно подтверждает важность роли В-клеток в 

процессе развития рассеянного склероза [27]. 

1.1.3. Факторы, влияющие на развитие РС 

            Для развития РС нет одного основного фактора. Заболевание 

мультифакторное (среда, генетические факторы и эпигенетические факторы 

участвуют непосредственным образом). 

1.1.3.1. Факторы окружающей среды и образ жизни 

            Несмотря на то, что причина РС остается неясной, выявлены ряд 

факторов, значительно увеличивающих риск заболевания. Среди них – 

окружающая среда и образ жизни. Самые распространенные среди факторов 

среды: 1. Хронические вирусные инфекции (Эпштейна-Барр вирус, вирус 

простого герпеса, цитомегаловирус). 2. Курение (воздействие никотина). 3. 

Дефицит витамина D. 4. Низкая инсоляция. 5. Дисбаланс кишечной 

микробиоты (чаще всего в результате использования антибиотиков). 6. 

Гормональный дисбаланс. 7. Загрязнение окружающей среды (химическая 

промышленность, нефтеперерабатывающая промышленность, пестициды, 

бисфенол А (ВА), полихлорированные бифенилы (ПХБ), фталаты, 

персистентные органические загрязнители (ПОЗ), аллергены (белковые), 

генетически модифицированные продукты, хлорированные органические 

соединения.). 8. Экспозом (совокупность всех воздействий окружающей 

среды на организм). [28]. При наличии других факторов, таких как работа в 

ночное время, чрезмерное употребление кофеина и алкоголя, риск развития 

РС повышается [29]. Взаимодействуя с генетическими и эпигенетическими 
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факторами, факторы окружающей среды и образа жизни не действуют 

изолированно, а совместно могут повысить риск развития РС. Помимо 

повышения риска развития РС, данные факторы могут также влиять на 

тяжесть течения заболевания после его манифестации [30].  

1.1.3.2. Генетические факторы 

           Исследования показали, что у лиц, относящихся к различным этносам и 

также лиц, которые проживают на одной местности, различная частота 

обнаружения РС. Также были описаны семейные случаи РС. Установлено, что 

риск формирования РС у родственников выше в тридцать раз, чем в остальной 

популяции. Частота семейных случаев составляет в среднем 3-12%. Все это 

позволило говорить о генетической предрасположенности к заболеванию [31].  

           РС относится к полигенным заболеваниям, так как в его развитии 

участвует множество полиморфных вариантов и, соответственно, для него 

характерен не менделевский тип наследования. В результате полногеномных 

исследований обнаружены 200 локусов, связанных с (РС) [31], 

преимущественно в генах, кодирующих молекулы, влияющие 

непосредственно на функционирование иммунной системы, включая гены 

HLA классов I и II. Они обладали высшей значимостью по отношению к риску 

(более 3) среди прочих локусов, связанных с предрасположенностью к РС, а 

также ассоциировались не только с РС, но также и с другими аутоиммунными 

заболеваниями. 

         При рассмотрении патогенеза РС ранее отмечалось, что ключевую роль 

играют Т-клетки. Поэтому очень важно выявление связей непосредственно 

между полиморфизмами в соответствующих генах IL2 и IL7R, которые 

участвуют в активации и также в размножении Т-лимфоцитов. 

         За последние десятилетия панель известных генов, ассоциированных с 

РС, значительно расширилась. Все благодаря достижениям молекулярной 

биологии, в частности, благодаря полногеномным ассоциативным 

исследованиям. Однако, даже последние достижения не позволяют выяснить 

причину наследуемости при РС. Известные гены и их эффекты объясняют 
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лишь 20-30% наследственного РС. Феномен «проблемы потерянной 

наследуемости» имеет несколько причин, включая непосредственно 

гетерогенность групп, взаимодействие генов и факторов окружающей среды, 

а также эпигенетические факторы и недооценку роли некодирующей части 

генома. Основную роль в наследовании РС играет наличие основного аллеля 

риска РС HLA-DRB1*15:01. [32]. 

1.2 Роль микробиоты в этиологии и патогенезе рассеянного склероза 

           На сегодняшний день известно множество факторов, играющих важную 

роль в развитии РС, но непосредственная причина РС не установлена. 

Патогенез РС также остается не до конца изученным. В настоящее время 

концепция этиологии РС заключается в том, что заболевание считается 

мультифакторным, в основе которого, как ранее уже было описано, лежат 

факторы как окружающей среды (курение, низкая инсоляция, дефицит 

витамина Д, инфекция, загрязнение окружающей среды), так и генетические 

факторы [33]. За последние годы накопилось немало данных о роли 

нарушений кишечной микробиоты в патогенезе РС [34, 2]. Есть данные, 

указывающие на роль кишечной микробиоты в регуляции работы центральной 

нервной системы, иммунной системы, а также в развитии аутоиммунных 

заболеваний на модели мышей [35]. Все это указывает на то, что микробиота, 

как самостоятельный орган, способна регулировать работу всего организма.        

На протяжении всего кишечного тракта состав кишечной микробиоты 

меняется. И хотя уже достаточно много работ посвящено изучению кишечной 

микробиоты, надо учесть тот факт, что исследовалась в основном фекальная 

микробиота путем анализа 16S рибосомальной РНК (рРНК), что не отражает 

всего разнообразия представленности микробиоты на протяжении всего 

кишечного тракта, а также микробиома всего организма [36]. В этой связи 

одним из вариантов изучения микробиома человека выступает анализ 

микробных метаболитов, так называемых микробиотических маркеров, 

которые представляют собой липиды жирных кислот, которые, являясь 

липофильными частицами, могут легко проникать даже через ГЭБ в ЦНС. 
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Микробные маркеры содержатся во всех тканях и биологических жидкостях 

организма в различных концентрациях (в зависимости от локализации в 

организме). При самом минимальном содержании их можно выявить при 

помощи ГХ-МС (см.табл. 1) [37,38].  

Таблица 1— Газовая хроматография-масс-спектрометрия 

Метод Газовая хроматография-масс-спектрометрия (ГХ-МС) 

Описание 
Метод анализа, который сочетает в себе две техники: газовую 

хроматографию (ГХ) и масс-спектрометрию (МС). 

Принцип 

Образцы разделяются на компоненты с помощью газовой 

хроматографии, которые затем идентифицируются и 

анализируются посредством масс-спектрометрии. 

Применение 
Анализ сложных смесей (в т.ч. биологические образцы), для 

идентификации/количественного анализа соединений. 

Преимущества 
Высокая чувствительность, специфичность и точность анализа, 

возможность определения структуры соединений. 

Примеры 

применения 

Определение микробиотических маркеров, анализ органических 

соединений в биологических образцах, контроль качества пищевых 

продуктов и многое другое. 

 

        Всего известно около трехсот микробиотических маркеров, из которых в 

организме человека присутствует примерно пятьдесят. 

Изменение состава микробиоты кишечника рассматривается в качестве 

фактора повышения риска развития РС, так как кишечная микробиота может 

регулировать иммунный ответ и работу мозга [39]. Выдвинута гипотеза, что 

при изменении вирусной и бактериальной микробиоты происходит инициация 

аутоиммунных реакций при РС посредством оси «кишечник-иммунитет-мозг» 

[40,2]. Данная связь представляет собой двунаправленный путь взаимосвязи 

между микробиотой кишечника и ЦНС, в функционировании которого играют 

важную роль микроорганизмы, населяющие желудочно-кишечный тракт, так 
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как их продукты жизнедеятельности оказывают системное влияние на работу 

иммунной и эндокринной систем [41, 42, 43]. Взаимодействуя в двух 

направлениях, нервная система человека регулирует перистальтику 

кишечника и местный иммунитет, передавая нейромедиаторы посредством 

системы гипоталамус-гипофиз-надпочечники и блуждающего нерва. В свою 

очередь, ЖКТ оказывает влияние непосредственно на нейропсихологические 

функции, контролируя такие важные аспекты как аппетит и настроение [44]. 

          Существует классификация микробиоты кишечника, в основе которой 

лежит разделение на семейства, род и виды микробов. Это возможно 

благодаря основному идентификатору - гену 16s рРНК. Дело в том, что данный 

ген имеет постоянные и вариабельные участки, которые создают уникальный 

праймер, что позволяет различать микроорганизмы на видовом уровне. Те 

участки, которые являются постоянными в гене 16s рРНК, дают возможность 

проводить амплификацию и маркировку методом ПЦР [45]. 

          В исследованиях последних десятилетий описаны вторичные изменения 

в симбиотической микробиоте, как проявление воспаления различной 

локализации. При этом для РС описано, что это может быть, как обеднение, 

так и увеличение разнообразия состава микробиоты определенными 

бактериями при сравнении со здоровыми лицами. Выдвинуто предположение, 

что определенные штаммы связаны с нейровоспалением и коррелируют с 

фазами РРС (обострение или ремиссия), а другие ассоциированы с 

прогрессированием заболевания. Открытым остается вопрос, является 

изменение состава микробиоты кишечника следствием РС, либо все же его 

причиной [39]. 

         Проводилось исследование влияния микроорганизмов на работу мозга и 

одним из направлений стало изучение и описание бактериальных токсинов, 

которые способны проникать в системный кровоток и далее через ГЭБ в 

вещество мозга. Эпсилон-токсин (ETX) Clostridium perfringens, 

принадлежащий к семейству Clostridiales, увеличивается непосредственно у 

людей с рассеянным склерозом (РС) или же с другими заболеваниями спектра 
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оптико-невромиелита (ЗСОНМ). Однако присутствие его обнаружено лишь 

только у малой доли пациентов с РС. Сведения для точного определения его 

значимости в данных заболеваниях недостаточно. [43]. 

         В исследовании (международном) микробиома при РС приняли участие 

всего 1152 чел., среди них пятьсот семьдесят шесть с РС и столько же 

здоровых лиц, которые составили группу контроля. Часть пациентов с РС уже 

получали терапию ПИТРС, в то время как 36% пациентов ранее не получали 

ПИТРС. Полученные результаты продемонстрировали, что у пациентов с РС, 

которые ранее не получали терапию ПИТРС, наблюдалось снижение 

представленности видов Faecalibacterium prausnitzii и Blautia, а также 

повышение содержания Ruthenibacterium lactatiformans, Akkermansia 

muciniphila, Eisenbergiella tayi и Hungatella hathewayi. Также было отмечено 

увеличение пути метаболизма фитатов у нелеченых пациентов с РС, в то время 

как пути деградации углеводов, которые секретируют пируват, были, 

наоборот, значительно снижены. Микроорганизмы формировали сети у 

нелеченых пациентов с РС и здоровых лиц контрольной группы. Полученные 

результаты подтвердили связь измененного состава кишечной микробиоты с 

риском развития РС, а также ответом на терапию ПИТРС [39]. 

         При обострении рассеянного склероза наблюдается снижение 

актинобактерий родов Collinsella и Adlercreutzia в кишечной микробиоте, в то 

время как в период ремиссии этот эффект отсутствует. Независимо от стадии 

заболевания выявлено следующее: 

- Бактероиды родов Flavobacterium и Pedobacter увеличиваются. 

- Parabacteroides снижаются. 

- Фирмикутные бактерии родов Dorea и Blautia увеличиваются. 

- Другие фирмикутные бактерии (Erysipelotrichaceae, Lachnospiraceae, 

Veillonellaceae) снижаются. 

- Протеобактерии Haemophilus уменьшаются. 

- Mycoplana и Pseudomonas увеличиваются [34].  
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          В Испании было проведено исследование микробиотического состава 

кишечника у пациентов с РС без лечения (15 человек), с лечением (15 человек, 

получавших интерферон-β1b) и у лиц контрольной группы, которую 

составили здоровые индивиды (14 человек). Были обнаружены значимые 

различия в таксонах таких видов, как Actinobacteria, Euryarchaeota, 

Lentisphaerae, Firmicutes и Proteobacteria между пациентами с РС и 

контрольной группой. Помимо этого, интересным фактом стало различие по 

содержанию такого вида, как Prevotella copri, между лечеными и нелечеными 

пациентами с РС. Интересен этот факт тем, что ранее данный вид считался 

протективным фактором в отношении развития РС. В целом, микробиота 

кишечника пациентов с РС, получавших лечение, была сходна с таковых лиц 

из контрольной группы [41]. Данные результаты дополнительно 

подтверждают эффективность интерферона β-1b и его влияние на состав 

кишечной микробиоты [42]. 

           В экспериментальной работе на модели крыс исследовалось содержание 

нейротоксичных метаболитов, которые могли бы потенциально 

спровоцировать повреждение аксонов нервных клеток. В ходе данной работы 

культивировали нейроны крыс, далее их подвергали воздействию ликвора 

пациентов с РС, который был собран до и после начала лечения 

диметилфумаратом. Был также проведен анализ метаболитов в плазме крови 

и ликворе пациентов с РС. Анализ обнаружил наличие метаболитов фенола и 

индольной группы, имеющих бактериальное происхождение 

(индоксилсульфата, N-фенилацетилглутамина и п-крезолсульфата) в 

образцах, собранных от пациентов с РС до начала лечения, в то время как 

после начала лечения в образцах данные метаболиты либо не обнаруживались, 

либо обнаруживались в малых концентрациях. Данные метаболиты считаются 

потенциально нейротоксичными. По результатам длительного воздействия на 

культивированные нейроны крыс ликвором нелеченых пациентов с РС было 

обнаружено, что это снижает при этом показатель скорости их возбуждения и 

приводит к тому, что повреждаются аксоны. Данное повреждение не зависит 
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от дисфункции (митохондриального характера) и стресса (окислительного), 

таким образом обнаруживая (в плане нейротоксичности) совершенно новый 

путь. МРТ (магнитно-резонансная томография) выявила обратную 

зависимость между различными уровнями определенных метаболитов, 

происходящих непосредственно от бактерий (индоксилсульфат, N-

фенилацетилглутамин и п-крезолсульфат), и объемом коры головного мозга. 

Эти метаболиты также напрямую связаны с уровнями легких цепей 

нейрофиламентов, что является показателем процессов нейродегенерации. 

Полученные результаты позволили авторам предположить, что данные 

метаболиты, которые являются производными фенола и индола, имеют 

микробное происхождение и способны индуцировать повреждение аксонов 

посредством связи между кишечником и ЦНС [43]. 

1.3. Классификация и функции некодирующих РНК 

           Высокопроизводительное секвенирование генома человека показало, 

что менее 2% геномной ДНК отвечает непосредственно за синтез белков, в то 

время как основная функция остальной части генома - за регулирование 

активности генов.  

           На транскрипцию и посттранскрипционный уровень генов (путем 

блокирования взаимодействия с транскрипционными комплексами) влияют 

некодирующие регуляторные РНК (нкРНК), включая длинные формы. 

            Помимо прочего, длинные нкРНК обладают способностью 

выпетливать хромосомную ДНК, тем самым способствуя сближению участков 

хромосом, отдаленных друг от друга (обобщено в [49]). Молекулы, описанные 

в литературе, осуществляют важную функцию в процессах: апоптоз 

(программированная клеточная смерть), пролиферация (размножение клеток), 

метаболизм (химические превращения) и дифференцировка клеток 

(превращение клеток в специализированные типы). Изменения в механизме 

действия данных нкРНК связаны с патологическими состояниями 

(неврологическими, а также аутоиммунными, раком).[46,47,48,49,50,51,52]. 

Ниже в таблице 2 представлены типы РНК и их описание. 
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Таблица 2 — Тип РНК и описание  

Тип нкРНК Описание 

Короткие структурные нкРНК  

Участники трансляции мРНК 

НкРНК, игр-е ключевую роль в процессе перевода 

информ-и из мРНК в белок, контролируя скорость и 

точность трансляции. 

Малые ядерные РНК (мяРНК) 

НкРНК, обеспеч-е, структур-ю и функцион-ю 

устойчивость ядерного рибосомн-го комп-са и участ-е 

в его сборке. 

мРНК, участвующие в 

сплайсинге и процессинге 

НкРНК, регулир-е процесс сплайсинга - удал-е 

неинформат-х участков из прекурсор-й РНК и склейку 

оставш-ся фраг-та для образов зрелой мРНК. 

Малые ядрышковые РНК 

(мякРНК) 

НкРНК, игр-ие ключ. роль в регул-ии активности 

генов и обеспеч-е стабильность ядерных структур. 

Короткие регуляторные нкРНК  

Малые интерферирующие РНК 

(миРНК) 

НкРНК, регулир-ие активность генов путем 

образования комплекса с мишенями мРНК, что 

препят-ет их трансляции или же способ-ет их 

разрушению. 

ПиРНК 
НкРНК, защищ-е клетку от внешн. генет. элементов и 

регулир-е активность генов. 

МикроРНК 

НкРНК, участвующие в разнообразных биологических 

процессах (напр. развитие, дифференцировка), путем 

влияния на мРНК (стабильность) или же 

ингибирования их трансляции. 

 

           У низших животных, растений были выявлены непосредственно малые 

интерферирующие РНК. Эти РНК, имеющие форму двухцепочечных молекул 

с двумя нуклеотидами без пар на концах 3', обладают протяжённостью от 
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двадцати до двадцати пяти нуклеотидов. МиРНК формируются, разрезая 

длинные РНК. После создания, они активируют комплекс гена. Разрушается 

одна цепь миРНК, а другая при этом направляет совокупность к мРНК-

мишени. Это приводит к связыванию с RISC и расщеплению мРНК 

непосредственно благодаря белку Ago2 [53]. Каждая миРНК связывается 

только с определенной мРНК-мишенью, что называется РНК-

интерференцией. Этот процесс очень важен для обеспечения эффективной 

защиты организма  непосредственно от вирусов. 

         Обнаруженные у человека и многих других животных ПиРНК, 

сокращение от "PIWI-взаимодействующие РНК", представляют собой 

короткие регуляторные нкРНК. Отметим, что данные молекулы имеют длину 

от двадцати одного до тридцати пяти нуклеотидов. Характеризуется пиРНК 

непосредственно многообразием последовательностей [54]. Главная функция 

пиРНК заключается непосредственно в подавлении активности транспозонов 

посредством 2-х главных процессов: подавление транскрипции транспозонов, 

а также подавление экспрессии генов непосредственно после транскрипции. 

Последнее достигается непосредственно направлением белков PIWI к разрыву 

целевой мРНК. 

          МикроРНК, молекулы длиной от двадцати до двадцати четырех 

нуклеотида, привлекают наибольший интерес среди коротких нкРНК. Их 

описание будет представлено детально в следующем разделе. 

1.4. Биогенез и механизм действия микроРНК 

          В начале 90-х гг. у Caenorhabditis elegans [55] микроРНК были 

обнаружены. Они стали предметом активного изучения. Появившись с тех 

пор, в дальнейшем они были обнаружены у человека, а также у животных, 

водорослей и вирусов [56]. Количество и многообразие микроРНК зависят 

непосредственно от сложности самого организма. Малые некодирующие 

молекулы РНК, протяжённостью от восемнадцати до двадцати пяти 

нуклеотидов, активно регулируют экспрессию генов на двух уровнях 

(транскрипции и посттранскрипционном), взаимодействуют непосредственно 
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с комплексом RISC. Контроль при этом осуществляется в отношении процесса 

экспрессии генов посредством специфического связывания с целевой мРНК 

для управления её функционированием. Существует несколько баз данных, 

где собрана вся информация об известных микроРНК, к ним относятся 

miRBase, MicroRNAdb, MicroRNAdb, microRNA.org, PhenomiR. В 

соответствии с последними данными регистров 2654 известных микроРНК 

обнаружены в организме человека [57].  

          Существует специальная номенклатура для обозначения микроРНК и их 

предшественников. МикроРНК объединены в семейства в зависимости от их 

последовательностей и генов-мишеней [58], внутри этих семейств отдельным 

микроРНК присваивается суффикс (дополнительный) непосредственно из 1-й 

буквы. МикроРНК гены имеют разные номера в своих названиях, которые 

указывают на их разные местоположения. Эти номера добавляются для 

обозначения генов. 

Гены микроРНК делятся на категории относительно локализации в геноме 

(см.табл.3)[59].  

Таблица 3 — Категории генов микроРНК 

Категория генов 

микроРНК Описание Примеры 

Интронные 

Расположены внутри интронов 

других генов. Интроны, не 

кодирующие белки, служат местом 

для этих генов микроРНК. 

Сплайсинг удаляет интроны 

(остаются экзоны, содержащие 

информацию для белкового 

синтеза). 

mir-21, mir-124a 
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Экзонные 

Находятся внутри экзонов других 

генов, которые сами по себе 

кодируют белки. Экзоны 

формируют структуру 

окончательного мРНК. 

mir-17, mir-155 

Межгенные 

Расположены между генами в 

геноме, независимо от их 

кодирующей способности или 

нахождения в интергенических 

областях. 

mir-10 

 

Как иллюстрирует рисунок 2, в контексте генов микроРНК следует отметить: 

1. Расположение внутри интронов: Главная часть генов микроРНК 

находится внутри интронов различных генов, включая как кодирующие, 

так и некодирующие гены. 

2. Процесс транскрипции: Транскрипция интронных генов микроРНК 

может происходить параллельно с транскрипцией "хозяйских" генов или 

независимо от них, с использованием специального промотора. 

3. Распределение в геноме: 

a. Большое количество этих генов также обнаруживается в 

межгенных областях генома. 

b. гены микроРНК располагаются в областях, где интроны и экзоны 

пересекаются в некодирующих генах, редко. 

Процесс формирования микроРНК можно разбить на следующие этапы: 

1. Транскрипция генов микроРНК: происходит в ядре клетки за счет 

действия РНК-полимеразы II. 

2. Образование первичных микроРНК (pri-miRNA): 

a. Pri-miRNA длиной обычно от 200 до десятков тысяч нуклеотидов. 

b. 1 pri-miRNA может включать в себя до 6-и микроРНК 

(предшественников). Минимум микроРНК — один. 
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3. Преобразования микроРНК(первичных): 

a. Осуществляется кэпирование. 

b. Происходит полиаденилирование. 

c. Происходит сплайсинг. 

4. Обработка pri-miRNA: 

a. При помощи комплекса белков Drosha-DGCR8 в ядре клетки 

происходит обработка pri-miRNA. 

b. Приводит к образованию пре-микроРНК вышеуказанный этап. 

5. Формирование пре-микроРНК: Пре-микроРНК, являющийся 

предшественником микроРНК, имеет длину примерно шестьдесят-

семьдесят нуклеотидов[60].  

 Механизм обработки микроРНК в клетке 

1. Инициация процесса. Кофактор Drosha: Содействует каталитическому 

действию РНКазы III в микропроцессорном комплексе. 

2. Перенос в цитоплазму. Экспортина-5 и белок Ran: Обеспечивают 

перемещение обработанного pre-miRNA из ядра в цитоплазму. 

3. Процессинг в цитоплазме. Dicer: Индуцирует дальнейший процессинг, 

превращая pre-miRNA в двухцепочечный микроРНК-дуплекс. 

4. Связывание с белками Ago. Ago (Ago1-4 у человека): Связывается с 

микроРНК-дуплексом, инициируя разделение его цепей. 

5. Формирование miRISC. Пассажирская и направляющая цепи: После 

разделения, пассажирская цепь отделяется, а направляющая цепь 

остается связанной с Ago, образуя непосредственно сам комплекс 

miRISC [61]. 

6. Выбор направляющей цепи. Факторы определения: Зависит 

непосредственно от стабильности и типа, с предпочтением к цепи с 

наиболее низкой 5'-стабильностью или же урацилом в соответствующем 

положении нуклеотида 1 [62, 63, 64].  
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Рисунок 2 (модифицировано из [62]). Механизм формирования микроРНК.  

 Синтез первичной микроРНК: Образуется в ядре с помощью РНК-

полимеразы II. 

Гены микроРНК: 

1. Транспортировка в цитоплазму: После обработки в ядре, микроРНК 

покидает его и попадает в цитоплазму. 

2. Обработка пре-микроРНК: Происходит формирование микроРНК-

дуплекса под воздействием фермента Dicer. 

3. Связывание с белками Ago: МикроРНК-дуплекс соединяется с белками 

Ago, что вызывает его распад. 

4. Направление к мРНК-мишени: Сформировавшийся комплекс miRISC 

направляется к целевой мРНК. 

5. Результат связывания: Соединение микроРНК с мишенью может либо 

блокировать трансляцию, либо приводить к деградации мРНК. 
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6. Участок связывания: Процесс связывания микроРНК с мишенью 

происходит через специфическую затравочную область, находящуюся 

на двух-семи нуклеотидах цепи микроРНК [63]. 

   Как показали исследования, МиРИСЦ-комплекс обладает 

разнообразными воздействиями непосредственно на геном, он обладает 

свойствами, благодаря которым осуществляется взаимодействие 

непосредственно с мРНК-мишенями. Эти воздействия включают в себя 4 

области (ключевые) мРНК: 

1. 3’-Нетранслируемая область: Взаимодействие с этой областью приводит 

к сдерживанию процесса трансляции. 

2. 5’-Нетранслируемая область и кодирующая последовательность: 

Связывание miRISC конкретно с этими мРНК областями приводит 

непосредственно к ингибированию экспрессии генов [65]. 

3. Промоторная область: Взаимодействие комплекса с данной областью 

мРНК обеспечивает активацию транскрипции [66]. 

 Максимальная степень контроля экспрессии генов зависит от точности 

соответствия микроРНК участкам на мРНК, к которым они пристраиваются. 

Активация белка Ago2 происходит при соединении miRISC с мРНК, что 

инициирует разрыв мРНК. Именуется комплементарным данный вид 

связывания [67]. Исследования выявили следующее: 

Механизм разрушения цепи мРНК, характерный непосредственно для людей 

и вирусов, но неприсущий представителям животного мира, связан конкретно 

с отсутствием комплементарного связывания комплекса miRISC с мРНК-

мишенью в клетках животных.  

Это приводит к: 

1. Неактивации белка Ago2. 

2. Отсутствию разрыва мРНК. 

Вместо этого наблюдается следующее: 

- Ингибирование трансляции мРНК-мишени. 

- Деградация мРНК-мишени. [68].  
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Рис.3 схематически иллюстрирует механизм подавления трансляции мРНК-

мишени непосредственно у представителей животного мира (обобщено в 

[69]). Осуществляемое через miRISC подавление трансляции обусловлено 

способностью белка Ago2 одновременно связываться с 5’-m7G кэпом и 

областью 3’-нетранслируемой мишени мРНК, что приводит непосредственно 

к нарушению распознавания кэпа фактором инициации eIF4E (трансляции). В 

итоге ингибируется возникновение комплекса (рибосомного), — это 

становится причиной подавления мРНК трансляции.(Рис. 3А). Подавляя 

трансляцию на стадии элонгации, комплекс miRISC вызывает отрыв рибосом 

от мРНК. Этот процесс приводит к преждевременной остановке синтеза белка 

и деградации образовавшихся полипептидов. (Рис. 3Б). Исследования выявили 

в процессе ингибирования трансляции мРНК следующее: 

 Механизм miRISC: 

a. Осуществляется через механизм miRISC. 

b. Проходит несколько этапов последовательно. 

 Этапы: 

 a. Деаденилирование: 

 - Сначала экзонуклеаза, направленная от 3' к 5', удаляет поли(A)-хвост 

целевой мРНК. 

 b. Декэпирование: 

 - За декэпирование ответственные ферменты DCP1/2 удаляют кэп с 5'-

конца мРНК. 

 c. Гидролиз: 

 - Экзонуклеаза, после этого действующая от 5' к 3', гидролизует часть 

мРНК, полностью разрушая ее. Проанализируем данные этапы подробнее в 

табл. 4 

Таблица 4 — Процесс ингибирования трансляции мРНК:  

Этап Действие Пояснение 
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1. Привлечение 
- Привлечение белка 

GW182 комплексом 

miRISC. 

- Взаимодействие GW182 с 

комплексами PAN2-PAN3 и 

CCR4-NOT. 

GW182 — важную роль играет для 

привлечения других комплексов, важных 

для последующих этапов. 

 

2.Деаденилирова

ние 

- Удаление хвостовых 

поли(А) мРНК. 

Взаимодействие триптофановых повторов 

GW182 и белка PABPC приводит к этому. 

3.Декэпирование 
- Удаление капы с 5′-конца 

мРНК белком DCP2. 

Этот шаг необходим для дальнейшего 

разрушения мРНК. 

4. Гидролиз 

- Разрушение мРНК 

экзонуклеазой XRN1 в 

направлении 5′→3′. 

Начиная с 5′-конца и (продвигаясь) к 3′-

концу МРНК разрушается 

5. Разрушение 

- Разрушение мРНК под 

воздействием 

полисомальной 

рибонуклеазы PMR1. 

Активность PMR1 в обл-ти эндонуклеазы 

обеспечивает разрушение мРНК (оно 

полное). Отметим, что завершает такой 

процесс как непосредственно 

ингибирование трансляции. 

  Таблица иллюстрирует описание каждого этапа процесса 

ингибирования трансляции мРНК. 

 Комбинация этапов образует сложную последовательность событий и 

завершается процесс полным разрушением мРНК — ключевой аспект в 

регуляции биологических процессов (см.Рис. 3В).  
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Рисунок 3. Подавление трансляции (у животных), являющееся 

опосредованным miRISC (модифицировано из [69]). 

Ниже представлена таблица 5, иллюстрирующая процесс подавления 

трансляции посредством miRISC 

Таблица 5 — Процесс подавления трансляции посредством miRISC 

Шаг Действие Результат 

1 

Белок Ago2 связывается 

непосредственно с кэпом 5'-

m7G и 3'-нетранслируемой 

областью мишени мРНК. 

Нарушение распознавания кэпа фактором 

инициации трансл-ии eIF4E, препятствуя 

созданию комплекса  (рибосомного) и 

вызывая прекращение трансляции мРНК. 

2 
Рибосома отсоединяется от 

мРНК. 

Преждевременное завершение трансляции и 

разрушение синтезированных белков. 
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3 

Белок Ago2 привлекает белок 

GW182, а белок DCP2 

инициирует декэппирование. 

Экзонуклеазы начинают процесс 

деаденилирования — это приводит 

непосредственно к разрушению мРНК. 

 

          В р-тельцах большие количества медиаторов miRISC-опосредованного 

разрушения мРНК включают в себя разнообразные комплексы, в частности, 

CCR4-NOT, — они активно участвуют в таком процессе как 

деаденилирование. Также присутствуют ферменты, отвечающие за 

декэппирование, в том числе XRN1. Кроме того, в этом сложном механизме 

регуляции экспрессии генов важную роль играют GW182 и другие 

компоненты [70]. В цитоплазматических тельцах процессинга мРНК 

разрушается и происходит временное хранение мРНК (нераспавшихся).  

         По предшествующему описанию, преимущественно микроРНК угнетают 

активность мРНК-мишеней. Тем не менее, при изменении внутриклеточных 

условий возможно активирование микроРНК — это в результате приводит к 

стимуляции экспрессии генов-мишеней.[71].  

         Серия последних исследований продемонстрировала: отмечается 

внеклеточная микроРНК в дополнение к внутриклеточной форме, 

формирующейся посредством высвобождения из клетки во внеклеточное 

пространство (жидкость) (см. Рисунок 4). Являющаяся свободной 

циркулирующей микроРНК - внеклеточная микроРНК - высвобождается 

таким образом. Процесс высвобождения из клетки и циркуляции в 

периферический кровоток этой микроРНК связан непосредственно с 

транспортным белком, принадлежащим к соответствующему семейству Ago 

(белки Ago). [72]. Помимо зрелой циркулирующей микроРНК в кровеносное 

русло могут попадать и предшественники микроРНК в составе везикул, 

экзосом, которые “выпадают” в результате апоптоза клеток, а также в 

комплексе с ЛПВП [73]. Циркулирующие микроРНК могут 

транспортироваться из одних клеток в другие, оказывать влияние на 
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активность и функцию клеток, таким образом, играя роль гормон подобных 

факторов модуляции, выступают в качестве эндокринных модуляторов [74].  

          Активность влияния микроРНК на клетку зависит от количества и 

локализации микроРНК и от состояния и типа клетки. В недавнем 

исследовании было выявлено, что для всех типов клеток половину общего 

набора микроРНК составляют первые 5 интенсивно экспрессирующихся 

микроРНК [75,76]. Около 50% микроРНК обладают тканеспецифичностью, 

25% экспрессируется повсеместно, остальные 25% обладают низкой 

экспрессией. Плейотропность и избыточность - свойства микроРНК, 

благодаря которым одна микроРНК с множеством мРНК-мишеней 

взаимодействует. В итоге, за счет такого взаимодействия, формируются 

сложные регуляторные сети, (сюда же относятся и регуляторные петли 

обратной/прямой связи для того, чтобы управлять генными сетями). 

Последние обеспечивают быстрое реагирование на разнообразные условия 

(оно временное). Устойчивую экспрессию гена-мишени, как, например, во 

время процесса дифференцировки, поддерживают в некоторых случаях 

микроРНК.[77]. Несколько других примеров поддержания устойчивой 

экспрессии гена-мишени микроРНК во время процесса дифференцировки: 

1. miR-290: Содержит семейство микроРНК, которые поддерживают 

уровень экспрессии генов, связанных с плурипотентностью 

эмбриональных стволовых клеток. 

2. miR-21: Влияет на множество генов, в том числе на гены, участвующие 

в процессе дифференцировки клеток. 

3. miR-143/145: Регулируют гены, ответственные за дифференцировку 

гладкомышечных клеток. 

4. miR-122: Оказывает влияние на экспрессию генов, связанных с 

метаболизмом, в том числе в процессе дифференцировки гепатоцитов. 

5. miR-155: Регулирует гены, участвующие в иммунном ответе и 

дифференцировке клеток иммунной системы. 

Замечаем, что помимо регулирования экспрессии мРНК-мишеней, микроРНК 
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после транскрипции могут оказывать воздействие непосредственно на 

уменьшение показателя шума в экспрессии. [78]. Отметим, что, предотвращая 

случайные изменения в транскрипции, микроРНК обеспечивают стабильность 

генетической экспрессии. 

 

Рисунок 4 (модифицировано из [79,80]). Формирование микроРНК. (I) Может 

осуществляться секреция микроРНК в разнообразных везикулах. Во время 

мембранного впячивания эндосом (ранних) и телец (мультивезикулярных) 

появляются экзосомы. Образовавшиеся экзосомы высвобождаются в 

результате слияния мультивезикул с лизосомами. (II) От плазматической 

мембраны отпочковывается микровезикула. (III) При запрограммированной 

гибели клетки (апоптоз) образуются апоптотические тельца. (IV, V) 

Образование микроРНК в комплексе с ЛПВП и белком Ago2 не изучены.  

Концепция плейотропности: уровень функциональной активности микроРНК 

зависит от того, какое количество микроРНК-чувствительных элементов 

(MRE) в специфической микроРНК. [81]. При увеличении активации 

экспрессии гена-мишени нагрузка на MRE становится выше, что конечно 
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приводит к отделению данной микроРНК от других мишеней. Несколько MRE 

мРНК может содержать. Исследования указывают на то, что если на одной 

мРНК-мишени присутствует множество MRE, то экспрессия РНК-

интерференции увеличивается, а время взаимодействия комплексов-miRISC с 

этой мРНК также увеличивается. 

Под воздействием разнообразных стрессовых условий [82], состояние клетки 

оказывает влияние на функциональную активность микроРНК. Исследования 

отражают, что при недостатке питательных веществ микроРНК выходит 

непосредственно из клеток, что приводит к снижению их уровня внутри 

клетки[83]. Проведя экспериментальное исследование, внесли в культуру 

клеток гиппуристанол или циклогексимид непосредственно с целью 

подавления трансляции микроРНК. В результате осуществляемого 

вышеперечисленного процесса наблюдалась транспортировка комплексов 

miRISC из ядра непосредственно в стресс-гранулы, которые являются 

цитоплазматическими [84]. При снижении активности РНК-интерференции 

происходят разные последствия: комплексы miRISC в стресс-гранулах могут 

вернуться в цитоплазму или быть разрушены лизосомами. [85]. Описанный 

выше механизм иллюстрирует путь транспортировки мРНК при клеточном 

стрессе (выполняет защитную функцию непосредственно для мРНК, 

способствует сохранению целостности, и кроме того, функциональности). 

          Роль микроРНК в клеточной жизнедеятельности. МикроРНК играют 

важную роль в различных аспектах клеточных процессов, влияя на: 

1. Развитие 

2. Пролиферацию 

3. Дифференцировку 

4. Апоптоз 

5. Старение 

6. Иммунный ответ 

7. Передачу сигналов 

8. Метаболизм 
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           Это подтверждается результатами соответствующих исследований, где 

микроРНК выявлены в качестве регуляторов указанных процессов. Их роль 

особенно проявляется в патологических процессах. Важное значение в 

патофизиологии различных заболеваний, активно регулируя и модулируя 

клеточные процессы, имеют микроРНК. Примеры заболеваний: 

онкологические заболевания, включая рак груди, рак легких, рак простаты. 

Сердечно-сосудистые заболевания, такие как атеросклероз, ишемическая 

болезнь сердца, инфаркт миокарда, гипертония. Нейродегенеративные 

заболевания, включая болезнь Паркинсона, болезнь Альцгеймера, болезнь 

Гентингтона, ДЦП. Аутоиммунные заболевания, такие как рассеянный 

склероз, ревматоидный артрит, системная красная волчанка, болезнь Крона, 

болезнь Хашимото, склеродермия, болезнь Бехтерева, псориаз, 

гломерулонефрит, болезнь Конн, миастения гравис, полиартрит, 

склерозирующий холангит [86, 87, 88, 89, 90] 

1.5. МикроРНК, участвующие в развитии РС 

           МикроРНК в клеточной жизнедеятельности оказывает влияние 

непосредственно на различные процессы в клетках. В современных 

исследованиях особо подчеркивается их роль непосредственно в патогенезе 

рассеянного склероза. [91] 

Рис.5 наглядно иллюстрирует механизмы влияния микроРНК [92]. 

МикроРНК играют ключевую роль в клеточной жизнедеятельности, оказывая 

влияние непосредственно на дифференцировку и функции клеток Th17/Th1 

(при РС).  

Ключевые аспекты одного из последних исследований [93]: 

- Некоторые микроРНК, уровень которых повышен при РС, могут снижать 

активность факторов, препятствующих непосредственно дифференциации 

клеток Th17/Th1. Вышесказанное поможет понять развитие РС. [94]. 

- Связь с активностью miR-326. Исследование также подтвердило, что уровень 

экспрессии микроРНК miR-326 связан непосредственно с Th17, — они 

вырабатывают интерлейкин-17, что указывает на возможное воздействие miR-
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326 на развитие РС и имеет важные последствия в области иммунологии [95, 

96] 

- Исследование подчеркивает важность микроРНК непосредственно в 

понимании механизмов болезни и развитии новых подходов к ее лечению. 

[97].  

Механизмы управления дифференциацией Th17 и Th1 клеток в контексте 

рассеянного склероза: 

1. Воздействие miR-326 на дифференцировку Th17 клеток: 

a. Пояснение: При ревматоидном артрите повышение уровня miR-

326 связано с активацией дифференциации Th17 клеток. 

b. Механизм: Это происходит за счет подавления экспрессии гена 

транскрипционного фактора ETS1, который обычно подавляет 

дифференциацию Th17 клеток. 

2. Роль miR-155 в дифференциации Th17/Th1 клеток: 

a. Пояснение: Увеличение уровня miR-155 в Т-клетках при РС 

оказывает влияние непосредственно на дифференциацию 

Th17/Th1 клеток. 

b. Механизм: miR-155 действует посредством подавления синтеза 

фактора ETS1 (транскрипционного), — это способствует 

непосредственно дифференциации Th17/Th1 клеток. [98, 99, 100, 

101].  

          В исследовании Лиу и коллег [102] был сделан следующий вывод: в 

период обострения РС у пациентов наблюдаются повышенная активность 

miR-590. Авторы установили, что miR-590 взаимодействует с мРНК гена 

TOB1, кодирующий пептид tob/btg1 (антипролиферативный), усиливая в то же 

время дифференцировку Th17 (патологическую). 

Результаты другого исследования показали [103]: 

- Объект исследования: пациенты с рассеянным склерозом (РС) 

- Найденное изменение: повышение miR-448 

- Сопутствующий эффект: снижение активности тирозинфосфатазы типа 2 
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- Причина: активация Th17-пути (специального типа иммунных клеток) 

Другое исследование [104]: 

- Объект исследования: пациенты с экспериментальным аутоиммунным 

энцефалитом (ЭАЭ) 

- Найденное изменение: повышенный уровень miR-7e 

- Сопутствующий эффект: стимуляция дифференцировки клеток Th1 и Th17 

(других типов иммунных клеток) 

          Ахмадиан-Эльми и его коллеги [105] обнаружили, что в период 

обострения РС наблюдается увеличение показателя активности miR-27a. Как 

считают авторы, вышесказанное ведет к тому, что происходит такой процесс 

как ингибирование экспрессии регуляторов (отрицательных) 

дифференцировки клеток Th17 (см.рис. 5). 

 

Рисунок 5 (модифицировано из [106]). Участие в развитии иммунного ответа 

при РС  микроРНК. Значимость микроРНК заключается непосредственно в 

регулировании CD4+ T-клеток (активности). Происходит активация 

дифференцировки Th1 и Th17 лимфоцитов. Также микроРНК оказывают 

влияние на активность B-клеток, обеспечивая их стимуляцию. 

Исследование Guerau-de-Arellano и соавторов: 

1. Объект исследования: CD4 + T-лимфоциты при рассеянном склерозе (РС). 

2. Найденные результаты: 
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   - в наивных Т-лимфоцитах повышенная экспрессия miR-128 и miR-27b. 

   - увеличение экспрессии miR-340 в Т-лимфоцитах памяти [107]. Данные 

микроРНК являются синергистами в стимуляции дифференцировки Th1 

клеток и подавлении дифференцировки Тh2 клеток. Как оказалось, при РС 

микроРНК влияют как на Т-клеточное звено, так и на В-клеточное звено 

(см.табл.6).  

Таблица 6 — Влияние микроРНК на РС 

Исследование Воздействие микроРНК Пример 

miR-320a 

Снижение уровня miR-320a 

в В-клетках приводит 

непосредственно к 

увеличению проницаемости 

ГЭБ [108], что может 

привести к повреждению 

миелина, защищающего 

нервные волокна. 

У пациентов с РС уровень miR-320a 

снижен, — это влияет на ГЭБ 

проницаемость. Имеется риск  

повреждения миелина. 

Обнаружение 

микроРНК в 

В-клетках 

В В-клетках обнаружены 

десять различных 

микроРНК, проявляющих 

различную активность 

[109]. 

В исследовании обнаружены десять 

различных микроРНК в В-клетках с 

различающейся активностью. miR-21: 

фиксируется повышенная экспрессия, 

регуляция в В-клетках значимая. 

miR-155: Зафиксировано умеренное 

повышение активности, — это может 

указывать непосредственно на его 

участие в патогенезе рассеянного 

склероза. 

miR-146a: Выявлено снижение 

активности, что может быть связано с 

дисрегуляцией иммунного ответа в 

рассеянном склерозе. 

miR-223: Показал высокую активность, 

что может указывать на его роль в 
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регуляции воспалительных процессов в 

В-клетках при РС. 

miR-124: Обнаружено отсутствие 

активности, что может быть связано с 

его регуляцией в других клеточных 

типах, не связанных с иммунным 

ответом. 

miR-30a: Показал среднюю активность, 

что может указывать на его участие в 

балансировании иммунного ответа. 

miR-19b: Обнаружена высокая 

активность, что может 

свидетельствовать о его роли в 

пролиферации и дифференцировке В-

клеток. 

miR-181a: Показал низкую активность, 

что может быть связано с его ролью в 

регуляции толерантности иммунной 

системы. 

miR-29c: Обнаружено повышение 

активности, что может указывать на его 

участие в регуляции экспрессии генов, 

связанных с иммунным ответом. 

miR-132: Показал среднюю активность, 

что может быть связано с его участием 

в регуляции процессов выработки 

цитокинов и воспаления в В-клетках 

при рассеянном склерозе. 

 

Воздействие 

на PI3K и 

PTEN 

Измененная экспрессия 

микроРНК, в основном, 

влияет на активность 

фосфоинозитид-3-киназы 

Экспрессия микроРНК регулирует 

активность PI3K и PTEN, важных 

факторов в клеточной пролиферации. 
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(PI3K) и фосфатазы PTEN. 

PTEN является 

ингибитором PI3K и 

отрицательным 

регулятором клеточной 

пролиферации. 

Увеличение 

экспрессии 

miR-132 

Увеличение экспрессии 

микроРНК miR-132 в В-

клетках у пациентов с РС 

указывает на его 

взаимодействие с мРНК 

гена сирутина 1 (SIR1).  

Пациенты с РС имеют увеличение 

активности miR-132 в В-клетках, — это 

оказывает влияние непосредственно на 

регуля-ю процесса выработки 

цитокинов. 

 

Вышеупомянутые данные свидетельствуют о сложных молекулярных 

механизмах. Они оказывают влияние непосредственно на развитие и 

прогрессию РС посредством регуляции микроРНК и их мишеней [110]. 

           Кроме Т- и В-клеток, изучали экспрессию микроРНК в макрофагах. В 

очагах воспаления при РС фиксируется увеличение уровня экспрессии miR-

155 в моноцитах с соответствующим маркером CD14+, и, кроме того, в 

клетках с маркером CD68+ в сравнении с группой тех, кто является здоровыми 

[111]. 

           В случае экспериментального аутоиммунного энцефалита (ЭАЭ) 

фиксируется в резидентных макрофагах уменьшение экспрессии miR-124 

[112]. MiR-124 играет ключевую роль в поддержании устойчивого состояния 

микроглии в нервной системе и активации моноцитов и макрофагов, 

стимулируя их трансформацию непосредственно в фенотип M2 при ЭАЭ. 

Результат: формируется популяция макрофагов фенотипа M2 (для подавления 

ЭАЭ активности). 

В результате исследования [113], которое проводилось Луо и его коллегами, 

были выявлены двадцать одна дифференциально экспрессирующиеся 
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микроРНК у пациентов с метастатическим раком простаты (по сравнению с 

группой людей, являющихся здоровыми). Выявленные микроРНК: 

1. miR-199a 

2. miR-142-3p 

Анализ генов: 

Был проведен анализ генов, на которые направлено воздействие этих 

микроРНК. 

Результаты анализа: 

- miR-199a воздействует на ген KRAS, связанный с 

предрасположенностью к раку простаты. 

- miR-142-3p оказывает воздействие на гены IL7R и KRAS. 

Предложение авторов: На основании полученных результатов авторы 

предложили рассматривать miR-199a, miR-142-3p и соответствующие им гены 

(IL7R и KRAS) в качестве потенциальных мишеней для терапии рака 

простаты. 

В литературе также встречаются исследования микроРНК и ремиелинизации. 

Последние исследования выявили: 

- В условиях, свойственных для ЦНС, происходит увеличение количества и 

активности некоторых микроРНК, осуществляющие важную функцию в 

процессах ремиелинизации и регенерации аксонов. 

В рамках проведённых исследований было уточнено следующее: 

- В процессах ремиелинизации и регенерации аксонов также принимают 

участие астроциты, среди других клеток. 

В ходе исследований Junker и его коллеги обнаружили: 

- Астроциты содержат всего десять микроРНК, экспрессия которых в 

активных очагах демиелинизации значительно возрастает [114].  

          МикроРНК (miR) - маленькие молекулы, которые играют важную роль 

в защите миелиновой оболочки. 

Результаты исследований показывают следующее: 

- miR-219: Одно исследование показало, что miR-219 помогает защищать 
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миелиновую оболочку. Она помогает сохранять стабильность в зрелых 

олигодендроцитах [115], взаимодействуя с мРНК гена ELOVL7; 

- miR-17-5p и miR-19b: Эти микроРНК контролируют количество 

олигодендроцитов и взаимодействуют с мРНК гена PTEN, это ген, который 

влияет на разные процессы в клетке [116]; 

- miR-23: Эта микроРНК необходима для развития олигодендроцитов и 

процесса миелинизации, то есть образования миелиновой оболочки вокруг 

нервных волокон. Он контролирует активность гена, который кодирует белок 

ламин B1, который важен для этого процесса [117]. 

          Большая часть проведенных исследований, конечно, отражают 

механизмы патогенеза РС, которые являются молекулярными. Но в 

большинстве своем, в них не учитывали различные варианты течения РС, фазы 

РРС. Также, что немаловажно, не принималось во внимание во многих работах 

влияние ПИТРС, в то время как в ряде работ показано, что ПИТРС могут 

оказывать влияние на экспрессию микроРНК [118, 119, 120]. Стоит также 

отметить, что до сих пор не исследован весь пул микроРНК спинномозговой 

жидкости с использованием высокопроизводительных методов. 

1.6 Свободная циркулирующая микроРНК в ЦСЖ как потенциальный 

диагностический маркер при РС 

          ЦСЖ, которая омывает всю ЦНС и часто находится в прямом контакте 

с участком повреждения, может служить ценным источником биомаркеров 

различных состояний нервной системы, а микроРНК –  малые некодирующие 

РНК, участвующие в процессе посттранскрипционной регуляции экспрессии 

белок-кодирующих генов, потенциально могут рассматриваться в качестве 

таких маркеров. Уже неоднократно показано, что микроРНК, присутствующие 

в биологических жидкостях, могут быть полезны в качестве биомаркеров при 

болезни Альцгеймера, болезни Паркинсона, опухолях ЦНС. Для РС в 

литературе также представлено несколько работ, исследующих концентрации 

микроРНК в ЦСЖ в сравнении с другими воспалительными и 

невоспалительными неврологическими заболеваниями, а также на разных 
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этапах развития патологического процесса. Особый интерес представляют 

работы, посвященные возможности использования микроРНК в качестве 

маркеров перехода РИС и КИС в клинически достоверный РС. 

     В настоящее время опубликовано десять оригинальных работ, 

посвященных исследованию изменений концентрации свободной 

циркулирующей микроРНК в ЦСЖ больных РС, КИС и лиц с РИС. Все эти 

исследования можно разделить на 3 категории: 1) исследования, в которых 

проводится сравнение концентрации нескольких микроРНК в ЦСЖ больных 

РС и пациентов с ДНЗ; 2) работы, в которых микроРНК рассматривается в 

качестве прогностического маркера, для перехода РИС в РС, КИС в РС и 

ожидаемого ответа на лечение диметилфумаратом; 3) исследования, в которых 

сравнивалась концентрация микроРНК в ЦСЖ у больных РС с разными 

вариантами клинического течения.  

В таблице 7 суммированы результаты этих исследований. 

Таблица 7. Результаты опубликованных в настоящее время исследований 

микроРНК в ЦСЖ пациентов с РС 

Статья 
Исследованные 

группы пациентов 
Группа сравнения 

Полученные результаты 

miR 

Сравнение концентрации микроРНК между пациентами с РС и ДНЗ 

Haghikia et al 

(2012) 
РС ДНЗ 

922 ↑ 

181c ↑ 

633 ↑ 

Bergman et al 

(2016) 

РС 

 

КИС 

ДНЗ 

 

ДНЗ 

150 ↑ 

 

150 ↑ 

Quintana et al 

(2017) 
РС ДНЗ 

30a-5p ↑ 

150 ↑ 

645 ↑ 

328 ↑ 
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199a-3p ↓ 

21 ↓ 

106a ↓ 

191 ↓ 

146a ↓ 

365 ↓ 

Kramer S et al 

(2019) 
РС ДНЗ 

181c ↑ 

633 ↑ 

 

повышение 

концентрации miR-922 у 

больных РС не было 

подтверждено 

Bruinsma IB et al 

(2020) 
РС ДНЗ 

отсутствие миРНК-219 в 

ЦСЖ у пациентов с РС 

 

Исследование концентрации микроРНК в ЦСЖ в качестве прогностического маркера 

Ahlbrecht J et al 

(2016) 
КИС-РРС КИС-КИС 

miR-922 ↑ 

miR-181c ↑ 

Muñoz-San Martín 

M et al (2020) 
РИС-РС РИС-РИС 

144-3p ↑ 

448 ↑ 

653-3p ↑ 

 

в ЦСЖ индивидов с РИС, 

перешедших в РС за 

время наблюдения. 

Francesca De Vito et 

al (2022) 

РС 

прогрессирующие 

варианты 

РС 

повышение экспрессии 

miR-142-3p в ЦСЖ 

пациентов с 
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прогрессирующими 

вариантами РС; 

терапевтический ответ 

пациентов с «низким 

уровнем миР-142-3p» на 

ДМФ был выше, чем у 

пациентов с «высоким 

уровнем миР-142-3p» 

Сравнение концентрации микроРНК в ЦСЖ у больных РС с разными вариантами 

клинического течения 

Haghikia et al 

(2012) 
РРС ВПРС 

miR-181c ↑ 

miR-633 ↑ 

Muñoz-San Martín 

et al (2019) 
РС Gd+ Gd− 

miR-21 ↑ 

miR-146a/b ↑ 

 

Mandolesi G et al 

(2021) 

РРС 

 

РРС обострение 

ППРС 

 

РРС ремиссия 

let-7b-5p ↑ 

 

let-7b-5p ↓ 

↑ - повышение, ↓ снижение 

        Проведя исследование в 2012 г., Haghikia и его коллеги сравнили 

экспрессию трехсот восьмидесяти микроРНК у пациентов, имеющих 

рассеянный склероз, с теми, у кого диагностировано девятнадцать прочих 

неврологических заболеваний. Для этого они использовали miRNome 

microRNA Profilers QuantiMir Human PCR array. 

Была показана дифференциальная экспрессия для miR-922, miR181c и miR-633 

между ЦСЖ больных РС и группой больных ДНЗ. Также была показана 

дифференциальная экспрессия miR-181c и miR-633 при РРС и ВПРС [9]. 

       В работе Bergman et al (2016) при сравнении концентрации микроРНК 

между совокупной группой, включающей больных РС и КИС против группы, 

включающей больных с ДНЗ (воспалительными и невоспалительными), было 
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показано, что для больных РС и КИС характерна повышенная концентрация 

miR-150 в ЦСЖ [10]. 

       Quintana et al (2017) в своем исследовании воспроизвели повышение 

экспрессии miR-150 в ЦСЖ больных РС. В работе были обнаружены 

следующие изменения в экспрессии микроРНК: 

Увеличение экспрессии — miR: 

- 328 

- 30a-5p 

- 645 

Снижение экспрессии — miR: 

- 21 

- 199a-3p 

- 191 

- 365 

- 106a 

- 146a[11] 

         В работе Kramer S et al (2019) была проведена попытка валидации 

результатов исследования Haghikia et al (2012). 

Анализировались концентрации микроРНК в ликворе, включая miR: 

- 181c 

- 633 

- 922 

Общее количество участников исследования: 

- двести восемнадцать пациентов с рассеянным склерозом (РС) 

- двести одиннадцать пациентов с ДНЗ. Подтверждена повышенная 

экспрессия miR-181c и miR-633 в ЦСЖ пациентов с РС. Использование этих 

микроРНК для построения классификатора дало чувствительность 62% и 

специфичность 89% для дифференцировки РС от ДНЗ, т.е., miR-181c и miR-

633, полученные из ликвора, позволяют отличать пациентов с РС от пациентов 
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с ДНЗ. Результаты Haghikia et al (2012) в отношении miR-922 воспроизвести 

не удалось [121]. 

          В своем исследовании Bruinsma IB et al (2020) определяли содержание 

miR -219 в ЦСЖ больных РС и контрольной группы. miR-219 была выбрана 

для исследования в связи с тем, что она является фактором необходимым для 

дифференцировки клеток-предшественников в зрелые миелинобразующие 

клетки (т.е. фактор ремиелинизации). В работе показано отсутствие этой 

микроРНК на детектируемом уровне в ЦСЖ пациентов с РС [122]. 

          Ahlbrecht J et al (2016) исследовали связь между miR-181c, miR-633 и 

miR-922 и переходом из КИС в РРС. Авторы сравнили концентрации этих 

микроРНК в ликворе и сыворотке крови у пациентов с КИС с переходом в РРС 

(КИС-РРС) и без перехода в РРС (КИС-КИС) в течение 1 года. По результатам 

исследования: у 30 из 58 пациентов развился РРС. Концентрации miR -922 

ЦСЖ, miR -922 сыворотки и miR -181c ЦСЖ были значительно выше в группе 

КИС-РРС по сравнению с группой КИС-КИС [123].  

         Muñoz-San Martín M et al (2020) оценивали у 15 пациентов с РИС 

содержание 216 микроРНК с целью прогнозирования перехода в РС через 5 

лет наблюдения и обнаружили специфический профиль дерегуляции 

циркулирующих микроРНК. Концентрация в ЦСЖ miR-144-3p, miR-448 и 

miR-653-3p была ниже у пациентов, у которых развился РС за 5 лет 

наблюдения [124]. 

         В работе Francisco De Vito et al (2022) провели анализ концентрации miR 

-142-3p в ЦСЖ 151 пациента с РС и обнаружили положительную корреляцию 

между уровнями miR -142-3p в ЦСЖ и клиническим прогрессированием 

заболевания. Также было показано, что терапевтический ответ пациентов с 

«низким уровнем miR-142-3p» на диметилфумарат (ДМФ), был выше, чем у 

пациентов с «высоким уровнем miR-142-3p». Авторы сделали вывод, что miR-

142-3p является потенциальным негативным прогностическим маркером ЦСЖ 

при РС и может влиять на эффективность терапии ДМФ [125]. 
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        Авторы Muñoz-San Martín et al (2019) предприняли попытку исследовать 

микроРНК в ЦСЖ больных РС в качестве маркера активности заболевания. 

При сравнении концентраций в ликворе 28-ми микроРНК между группами 

больных РС с очагами, накапливающими контрастное вещество и без 

накопления очагами контрастного вещества обнаружено, что для первых 

характерно стабильное повышение miR-21 и miR-146a/b [126].  

       Mandolesi G et al (2021) сравнивали уровень микроРНК let-7b-5p в ликворе 

у пациентов с РС: у пациентов с РРС и ППРС, у пациентов с обострением и 

ремиссией. Уровень let-7b-5p в ЦСЖ был значительно ниже у пациентов с 

ППРС по сравнению с пациентами с РРС, а также в фазу обострения при РРС, 

в сравнении с ремиссией. Предполагают, что let-7b-5p является защитным 

фактором при РС, как при нейровоспалении, так и с точки зрения 

нейродегенерации и инвалидизации [127].  

       Как это видно из приведенных данных в последние годы идентификации 

микроРНК в биологических жидкостях для диагностики и прогнозирования 

РС уделяется большое внимание, но исследования в данном направлении все 

еще находятся в зачаточном состоянии. 

      Практически все приведенные исследования выполнены с использованием 

одного и того же набора методов. На первом этапе авторы на ограниченной 

выборке искали микроРНК с измененной экспрессией при помощи «чипов 

низкой плотности», на втором этапе на расширенной выборке проводилась 

валидация результатов методами количественной ПЦР. Таким образом, 

разнообразие исследованных микроРНК весьма ограничено. На текущий 

момент для РС не опубликовано ни одной работы, в которой весь пул 

микроРНК (мирном) в ЦСЖ исследовался единовременно с помощью 

высокопроизводительных методов, в частности методом секвенирования 

нового поколения (NGS).  

     Суммируя данные опубликованных работ, есть основания предположить, 

что микроРНК действительно может быть перспективным маркером для 

диагностики и прогнозирования течения РС. Несомненно, необходимо 
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расширение пула исследованных микроРНК, дальнейшая проверка уже 

имеющихся в литературе данных, исследование с использованием более 

крупных групп пациентов и данных более длительного периода наблюдения.  

      Отдельным направлением исследований должно стать выяснение 

биологической функции наблюдаемых изменений. Необходимо проведение 

биоинформатического анализа сетей молекулярных взаимодействий, в 

которые вовлечены белковые продукты генов-мишеней, найденных 

микроРНК. 

1.7. Происхождение свободной циркулирующей микроРНК в ЦСЖ 

           МикроРНК являются наиболее хорошо изученными видами РНК, 

поскольку они обнаружены практически во всех биологических жидкостях, 

включая ликвор, слюну, плазму, сыворотку и мочу. Их персистенция и 

неизменное содержание во внеклеточной жидкости или ликворе могут играть 

определенную роль в распространении заболеваний в нервной системе.  

           Важно отметить, что микроРНК стабильны в циркулирующих 

жидкостях, предположительно потому что они содержатся в 

рибонуклеопротеиновых комплексах или мембранных везикулах, что 

обеспечивает им защиту от деградации [128]  

           Что касается вопроса о происхождении микроРНК в ЦСЖ, то на 

сегодняшний день он все же остается открытым. МикроРНК, которые 

вырабатываются, лишь функционированием внутри отдельных клеток не 

ограничиваются. Обратим внимание также на то, что они могут попадать в 

кровоток. В основном ассоциированы с белками семейства AGO внеклеточные 

микроРНК, составляющие всего от 90 до 99% от общего числа (отсюда они 

могут попадать в ЦСЖ посредством гематоэнцефалический барьера и 

оказывать воздействие непосредственно на целевые клетки). [129]. Это 

позволяет предположить существование дифференциально 

экспрессирующихся микроРНК при различных типах течения РС и 

предрасполагающих состояниях (РИС, КИС), которые имеют конкретные 

мишени.  
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         Еще один возможный источник циркулирующей микроРНК ЦСЖ - 

микроРНК может высвобождаться из клеток в результате апоптоза и таким 

образом попадать в ЦСЖ [130]. Эта версия также представляется вполне 

оправданной с учетом того, что при РС происходит не только воспалительный 

процесс, но и процесс нейродегенерации и гибели клеток.  

          Также известно, что циркулирующие микро­РНК могут быть побочным 

продуктом обычной секреции микровезикул [131]. Экзосомы - это связанные 

с мембраной везикулы, выделяемые почти всеми типами клеток и 

содержащие, среди прочего, микроРНК. Значительное увеличение 

концентрации циркулирующих экзосом происходит при многих 

воспалительных заболеваниях [132]. Поскольку экзосомы могут проникать 

через ГЭБ, некоторые из циркулирующих экзосом проникают в ЦНС и у 

пациентов с РС могут быть получены из пораженных клеток ЦНС или 

связанной с ними воспалительной среды - ЦСЖ.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1.  Объект исследования 

Протокол исследования маркеров микробиоты в крови и ликворе. 

Участники и группы: исследование проведено на шестидесяти девяти 

неродственных пациентах с впервые диагностированным РС. 

1. Формы РС в исследовании: 

- Ремиттирующий (двадцать семь образцов) - в стадии ремиссии. 

- Ремиттирующий (тридцать пять образцов) - в стадии обострения. 

- Первично-прогрессирующий (семь образцов). 

Также лица с радиологически изолированным синдромом (РИС) (10 

образцов). 

 2. Контрольная группа: использовались образцы крови и 

цереброспинальной жидкости (ЦСЖ) от сорока семи пациентов с различными 

заболеваниями нервной системы, не связанными с аутоиммунными или 

воспалительными процессами. В эту группу вошли пациенты с 

нормотензивной гидроцефалией, болезнью двигательного нейрона, 

сосудистой энцефалопатией. 

 3. Сбор образцов: образцы крови и ЦСЖ были собраны непосредственно 

при кафедре неврологии, нейрохирургии и медицинской генетики РНИМУ им. 

Н. И. Пирогова в ФГБУ Федеральный центр мозга и нейротехнологий ФМБА. 

 4. Этические аспекты: 

- Получено информированное согласие на проведение люмбальной 

пункции от участников исследование и согласие на использование 

биоматериала (крови и ЦСЖ) в рамках исследования. 

- Протокол исследования одобрен Этическим Комитетом РНИМУ им. Н. 

И. Пирогова (протокол заседания №204 от 01.02.2021 г.). 

           Рассеянный склероз у пациентов был подтвержден на основании 

данных сбора жалоб, неврологического осмотра, нейровизуализационных 

данных в соответствии с действующими критериями МакДональда, 2017. 

Диагноз радиологический изолированный синдром устанавливался на 
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основании нейровизуализационных данных и неврологического осмотра. Все 

участники исследования заполняли опросник, на основании которого 

заводилась анкета, где были отражены особенности течения заболевания, а 

именно: возраст манифестации заболевания, какие симптомы были первыми, 

(двигательные, чувствительные, координаторные, зрительные, тазовые 

нарушения), балл по EDSS и др. 

Обострение РРС было достоверно подтверждено у пациентов. Для 

подтверждения обострения руководствовались следующими сведениями: 

- Данными анкетирования пациента; 

- Медицинским осмотром (неврологическим); 

- Результатами МРТ с контрастным усилением. 

 Забор крови и ЦСЖ осуществлялся: 

a) Осуществлялся через два-три дня после появления симптомов 

обострения, когда обострение было подтверждено данными 

осмотра и МРТ; 

b) До забора биоматериалов не проводилась терапия обострения 

глюкокортикостероидами или плазмаферезом. 

 Пациенты в стадии ремиссии: 

c) Забор биоматериала производился в среднем через три месяца 

после последнего обострения. 

 Пациенты с ППРС: 

d) Забор биоматериала производился через 12 мес. с момента 

манифестации заболевания. 

 Иммунотерапия: 

- Никто из пациентов ранее не получал иммуномодулирующей терапии 

препаратами, влияющими на течение рассеянного склероза; 

- Также пациенты ранее не получали какой-либо другой терапии 

(иммуносупрессивной).  

Контрольная группа: 

 Включено сорок семь пациентов: 
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a. Двадцать два человека мужского пола; 

b. Двадцать пять человек женского пола. 

 Средний возраст: 38.2 ± 13.9 лет 

 Контрольная группа включала заболевания ЦНС: 

c. Не имеющие аутоиммунной или воспалительной природы; 

d. Не представляющие острых состояний (нормотензивная 

гидроцефалия, болезнь двигательного нейрона, сосудистая 

энцефалопатия). 

Возрастная, гендерная и клиническая характеристика пациентов с РС и РИС, 

которым проводился анализ микробиотического состава крови и ликвора 

представлена в Таблице 8. 

Таблица 8. Основные характеристики пациентов с РС и лиц с РИС, которым 

проводился анализ микробиотического состава крови и ликвора. 

Описание возрастных, 

гендерных, клинических 

характеристик 

Пациенты с 

РРС, стадия 

обострения, 

n=35 

Пациенты с 

РРС, стадия 

ремиссии, 

n=27 

Больные 

ППРС 

n=7 

РИС 

n=10 

 

Пол, м/ж 14/21 10/17 4/3 5/5 

Возраст (в годах) 34.9 ± 5.5 35.3 ± 7.9 33.8 ± 6.1 31.6 ± 5.3 

Тяжесть состояния по 

шкале EDSS 

2.5 ± 1.0 1.5 ± 1.5 2.5± 1.5 - 
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Длительность заболевания 

(в годах) 

4.9 ± 3.2 5.1 ± 1.2 3.0 ± 2.8 1.2 ± 1.9 

 Как можно увидеть из таблицы, все пациенты (РРС и ППРС) разнились 

по сложности симптоматики, проявлений во время оценки по 

соответствующей шкале EDSS (р = 0.0009 по тесту Манна-Уитни для балла по 

EDSS). 

         Протокол исследования уровней экспрессии микроРНК в ликворе. 

Цель исследования: выявить уровни экспрессии микроРНК в 

цереброспинальной жидкости (ЦСЖ) у пациентов с различными формами РС 

и контрольной группы. 

Объекты исследования: 

 Двадцать шесть неродственных пациентов с впервые 

диагностированным РС: 

a. Ремиттирующий РС (в ремиссии): одиннадцать образцов; 

b. Ремиттирующий РС (обострение): три образца; 

c. Первично-прогрессирующий РС: двенадцать образцов; 

А также индивидуумы с радиологически изолированным синдромом 

(РИС): восемь образцов. 

 Контрольная группа: образцов для диагностики в количестве 14 (семь 

мужчин, семь женщин, средний возраст 38.2±13.9 лет; группа с заболеваниями 

нервной системы не аутоиммунного и не воспалительного характера 

(пациенты с нормотензивной гидроцефалией, болезнью двигательного 

нейрона, сосудистой энцефалопатией). 

Характеристики образцов ЦСЖ: Образцы ЦСЖ собраны в РНИМУ им. Н. И. 

Пирогова, получено согласие на использование биоматериала, протокол 

исследования утвержден Этическим Комитетом РНИМУ (протокол №204 от 

01.02.2021). 
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Исследование цереброспинальной жидкости (ЦСЖ): учитывались стадии 

заболевания и отсутствие предшествующей терапии у пациентов с рассеянным 

склерозом (РС). 

Обострение РРС было достоверно подтверждено у пациентов. Для 

подтверждения обострения руководствовались следующими сведениями: 

- Данными анкетирования пациента; 

- Медицинским осмотром (неврологическим); 

- Результатами МРТ с контрастным усилением. 

Забор ЦСЖ осуществлялся: 

a) Осуществлялся через два-три дня после появления симптомов 

обострения, когда обострение было подтверждено данными 

осмотра и МРТ; 

b) До забора биоматериалов не проводилась терапия обострения 

глюкокортикостероидами или плазмаферезом. 

Пациенты в стадии ремиссии: 

c) Забор биоматериала производился в среднем через три месяца 

после последнего обострения. 

Пациенты с ППРС: 

d) Забор биоматериала производился через 12 мес. с момента 

манифестации заболевания. 

 Иммунотерапия: 

- Никто из пациентов ранее не получал иммуномодулирующей терапии 

препаратами, влияющими на течение рассеянного склероза; 

- Также пациенты ранее не получали какой-либо другой терапии 

(иммуносупрессивной).  

Клиническая характеристика пациентов с РС и индивидуумов с РИС, которым 

проводился анализ уровней экспрессии микроРНК в ликворе представлена в 

Таблице 9. 

Таблица 9. Основные характеристики пациентов с РС и лиц с РИС, 

которым проводился анализ уровней экспрессии микроРНК в ликворе. 
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Характеристика Пациенты с 

РРС, ремиссия, 

n=11 

Пациенты с 

РРС, 

обострение, 

n=3 

Пациенты с 

ППРС 

n=12 

РИС 

n=8 

 

Пол, жен./муж. 6/5 2/1 7/5 4/4 

Возраст(года), средн. 

± SD 

35.3 ± 7.9 34.9 ± 5.5 33.8 ± 6.1 31.6 ± 5.3 

EDSS, средн. ± SD 1.5 ± 1.5 2.5 ± 1.0 2.5± 1.5 - 

Длит-ть. РС (лет), 

средн. ± SD 

5.1 ± 1.2 4.9 ± 3.2 3.0 ± 2.8 1.2 ± 1.9 

 Как можно увидеть из таблицы, все пациенты (РРС и ППРС) по тяжести 

проявлений болезни существенно разнились (что показывают результаты 

оценки по шкале инвалидизации EDSS (р = 0.0009 по тесту Манна-Уитни для 

балла по EDSS)). 

2.2 Общеклиническое исследование пациентов 

   Пациентов оценивали с учётом следующих процедур: сбора 

медицинской истории, осмотра тела с оценкой кожных покровов, 

ощупывания, перкуссии и прослушивания грудной клетки и живота, проверки 

наличия перитонеальных симптомов и симптома поколачивания, измерения 

артериального давления, а также проведения неврологического осмотра в 

соответствии с общепринятой методикой (Гусев Е.И. и др., 1988), с оценкой 

степени инвалидизации по EDSS, нейровизуализация ЦНС с помощью МРТ 

головного и спинного мозга (шейный и грудной отделы) с внутривенным 

контрастным усилением. Диагноз рассеянный склероз устанавливался на 

основании данных сбора жалоб, неврологического осмотра, 

нейровизуализационных данных в соответствии с действующими критериями 

МакДональда, 2017. Диагноз радиологически изолированный синдром 

устанавливался на основании нейровизуализационных данных и 



63 
 

неврологического осмотра. При оценке сопутствующих заболеваний 

проводилось их изучение при поступлении в отделение до начала участия в 

исследовании. Это основывалось на жалобах, данных анамнеза, осмотра, 

данных анализов и результатов инструментальных методов обследования. 

Всем участникам исследования проводилась люмбальная пункция для 

оценки микробиотического состава крови и ЦСЖ и выделения свободной 

циркулирующей микроРНК из ЦСЖ. Все образцы крови и цереброспинальной 

жидкости (ЦСЖ) собраны для диагностики в соответствии с протоколом и 

одобрением местного этического комитета. Каждый пациент дал 

соответствующее согласие на участие в исследовании. 

2.3.  Подготовка образцов крови 

1. Образцы собраны в пробирки — они в качестве антикоагулянта 

включают ЭДТА. 

2. Цельную кровь сразу замораживали при температуре -200С в 

течение 1-3 суток. 

3. Далее образцы транспортировались для проведения анализа 

микробиотического состава с помощью хроматографии (газовой) с масс-

селективным детектированием ионов (методика описана ниже). 

4. Размораживали в количестве 40 мкл образцы крови 

(предварительно), далее, подсушивали в термостате при температуре +80 °C с 

добавлением металона в количестве 40 мкл с целью ускорения сушки.  

2.4.  Подготовка образцов ЦСЖ 

1. Предварительно после обработки пункционного поля брался смыв 

с кожи пациента для посева на стерильность. 

2. Образцы ЦСЖ собирали в стерильные пробирки без наполнителя. 

3. Образцы ЦСЖ для анализа микробиотического состава сразу же 

замораживались при температуре -200С в течение 1-3 суток. Далее образцы 

транспортировались для проведения анализа микробиотического состава с 

помощью газовой хроматографии с масс-селективным детектированием ионов 

(методика описана ниже). 
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4. Образцы ЦСЖ для анализа микроРНК центрифугировали десять 

минут при 400 g (2000 об./мин.) при температура в +40С, отбирали супернатант 

с помощью стерильной пипетки в стерильные эппендорфы. 

5. Далее супернатанты замораживали при температуре -800С. 

2.5. Газовая хроматография с масс-селективным детектированием ионов 

С целью оценки микробиотического состава венозной крови и ЦСЖ был 

применен метод ГХ-МС, — он позволяет проводить оценку микробных 

маркеров в биологических жидкостях [37].  

Методика включает: 

1. Извлечение кислот(жирных), стеринов и альдегидов из плазмы (а 

также из ликвора). 

2. Разделение компонентов методом хроматографии. 

3. Обнаружение и идентификация компонентов с использованием масс-

спектрометрии(МС) [133, 134]. 

4. Применение методики Осипова и соавторов для анализа [135]. 

5. Предварительная подсушка образцов при плюс 80°C. 

6. Добавление метанола для увеличения скорости сушки. 

Ниже представлена таблица 10, иллюстрирующая этапы и описание.  

Таблица 10. ГХ (газовая хроматография): Этапы и описание методики 

Этап Описание 

Метанолиз 
Высвобожд. жирных кислот в виде эфиров 

(метиловых) и диметилацеталей 

Экстракция и дериватизация 

Продукты извлекают и обрабатывают, 

чтобы их легче было разделить при 

анализе. 

Пробоподготовка 

Внесение в пробу стандарта — важно для 

того, чтобы точно измерить количество 

определенных веществ. 
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Анализ ГХ-МС 
Внесение аналита в ГХ-МС для анализа с 

масс-селективн. детект-м ([135]) 

 

Ниже представлена таблица 11, иллюстрирующая характеристику работы МС.  

Таблица 11 — Описание работы МС (масс-спектрометрия) [136].  

Характеристика работы МС Описание 

Режим сканирования ионов 

Избирательное сканирование и 

регистрация 37 спектральных линий (масс-

ионов) 

Алгоритм определения масс-спектральных 

параметров 

Позволяет обнаружить около 200 

известных микробных маркеров, 

достаточно для идентификации и анализа 

более 170 таксонов микроорганизмов 

Селективная регистрация минорных 

компонентов 

Подбор интервалов времени и 

оптимизация набора детектируемых ионов 

для регистрации минорных компонентов 

на фоне сигналов биоматериала и 

химических соединений 

Устранение эффектов 

хроматографического наложения пиков 

Алгоритм помогает избежать наложения 

пиков хроматографии и обеспечивает 

точность идентификации 

 

После проведенной хроматографии из анализа удалены маркеры тех 

микробов, для которых содержание близко или же = 0. Далее оценено 

присутствие микробиотических маркеров, которые остались, содержание 

которых значимо и которые являются характерными непосредственно для 

следующих микроорганизмов, которые представлены в таблице 12. 

Таблица 12. Основные микроорганизмы, содержание маркеров которых 

было проанализировано с помощью ГХ-МС. 
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Streptococcus spp. Actinomyces spp. Candida spp. 

  

Propionibacterium 

freudenreichii 

Eggerthella lenta Pseudonocardia spp. Enterobacteriaceae 

spp. (E.coli и др.) 

Streptococcus mutans 

(анаэробные) 

Bacillus cereus Streptomyces  spp. Clostridium spp 

(группа C. tetani) 

Herpes spp. 

Peptostreptococcus 

anaerobius 18623 

Clostridium ramosum Clostridium difficile Микр грибы,  

кампестерол 

Cl.hystolyticum/Str. 

Pneumonia 

Fusobacterium 

spp./Haemophilus spp. 

Aspergillus spp. Nocardia asteroids 

Nocardia  spp. Alcaligenes spp. Prevotella spp. Эпштейна-Барр 

вирус 

Peptostreptococcus 

anaerobius 17642 

Str. Farmamarensis Eubacterium spp. Микр грибы, 

ситостерол 

Moraxella  

spp./Acinetobacter 

spp. 

Flavobacterium spp. Bacteroides fragilis Propionibacterium 

acnes 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Rhodococcus spp. Staphylococcus 

aureus 

Ruminicoccus spp. 

Propionibacterium  

spp. 

Staphylococcus 

epidermidis 

Bifidobacterium spp. Mycobacterium spp. 

Bacillus megaterium Porphyromonas spp. Helicobacter pylori Blautia coccoides 

Clostridium 

propionicum 

Corynebacterium spp. Clostridium 

perfringens 

Kingella spp. 

Stenotrophomonas 

maltophilia 

Lactobacillus spp. Enterococcus spp. Actinomyces 

viscosus 

Bacteroides 

hypermegas 

Campylobacter  

mucosalis 

Chlamydia 

trachomatis 

Цитомегаловирус   
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2.6. Выделение РНК 

           Для извлечения микроРНК из ликвора использовался соответствующий 

набор miRNeasy Serum/Plasma Kit от "Qiagen" (немецкое производство) в 

соответствии с инструкциями производителя. Этот набор включал в себя 

специальные колонки для выделения РНК, необходимые буферы (RWT и RPE) 

и дегазированную воду для элюции РНК из колонок. Протокол выделения 

включал следующие этапы (см.табл.13): 

Таблица 13. Этапы протокола выделения  

Этап Шаг 

Размораживание образцов 

ликвора 

Образцы ликвора, замороженные при минус 

восемьдесят градусах Цельсия, размораживались. 

Лизис образцов 

К ста микролитрам образца ликвора добавляли 

пятьсот микролитров реагента для лизиса QIAzol, 

затем вортексировали до полного смешивания. 

Инкубация лизата 

Полученный раствор лизата в тризоле инкубировался 

в течение пяти минут при температуре от пятнадцати 

до двадцати пяти градусов Цельсия. 

Добавление хлороформа 

К шестистам микролитрам образца добавляли сто 

микролитров хлороформа и интенсивно 

перемешивали в течение пятнадцати секунд. 

Центрифугирование 

Образцы центрифугировали при двенадцати тысячах 

оборотов в минуту и при температуре сорока 

градусов Цельсия в течение пятнадцати минут на 

центрифуге Eppendorf 5417R. 

Отбор верхней водяной фазы 
После расслоения образца верхняя водяная фаза 

отбиралась в новую пробирку. 

Добавление этанола 

В отобранную водяную фазу добавляли один с 

половиной объема ста процентного этанола и 

тщательно перемешивали. 
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Центрифугирование 

Семьсот микролитров образца переносили в колонку 

RNeasy MinElute, вставленную в чистую пробирку, и 

центрифугировали при девяти тысячах оборотов в 

минуту и при комнатной температуре в течение 

пятнадцати секунд на центрифуге Eppendorf Minispin 

Plus. В случае превышения суммарного объема, 

процедура повторялась с оставшимся раствором. 

Первое промывание 

В колонку RNeasy MinElute вносили семьсот 

микролитров буфера RWT и центрифугировали при 

девяти тысячах оборотов в минуту и при комнатной 

температуре в течение пятнадцати секунд на 

центрифуге Eppendorf Minispin Plus, после чего из 

пробирок удаляли фильтрат. 

Второе промывание 

В колонку RNeasy MinElute вносили пятьсот 

микролитров буфера RPE и центрифугировали при 

девяти тысячах оборотов в минуту и при комнатной 

температуре в течение пятнадцати секунд на 

центрифуге Eppendorf Minispin Plus, после чего из 

пробирок удаляли фильтрат. Затем повторно вносили 

пятьсот микролитров буфера RPE в RNeasy MinElute, 

центрифугировали пару минут при девяти тысячах 

оборотов в минуту и при температуре от 

восемнадцати до двадцати градусов Цельсия. 

Высушивание мембраны 

RNeasy MinElute помещали непосредственно в 

чистую пробирку и кроме того центрифугировали 

при девяти тысячах оборотов в минуту и при 

температуре от пятнадцати до двадцати пяти 

градусов Цельсия в течение одной минуты для 

высушивания мембраны колонки. 

Элюция РНК 

RNeasy MinElute (колонку) помещали 

непосредственно в чистую пробирку и кроме того 

вносили на мембрану колонки тридцать микролитров 
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дегазированной воды, очищенной от нуклеаз. 

Центрифугировали одну минуту при девяти тысячах 

оборотов в минуту и при температуре от 

восемнадцати до двадцати градусов Цельсия для 

элюции РНК. 

 

Для выполнения оценки таких показателей, как количество и качество 

РНК, которая была выделена, был применен соответствующий 

спектрофотометр NanoDropTM2000 (капельный). Концентрация РНК при 

волне 260 нм была измерена, взяты образцы с соответствующим 

соотношением плотности 260/280 (оптической) > 2 или = 2 для дальнейшей 

работы. Для оценки степени деградации РНК был применен соответствующий 

индекс РНК—RIN (целостности) посредством QIAxcel Advanced System 

(капиллярный гель-электрофорез).  

Были выбраны образцы с RIN>8 для проведения дальнейшего 

исследования (см.рис 6). 

 

Рисунок 6.  Электрофореграмма тотальной РНК, выделенной из ликвора. На 

электрофореграмме тотальной РНК из ликвора наблюдается два пика: один 

соответствует 28S рибосомной РНК (около 4тыс. 800 нуклеотидов), а другой - 
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18S рибосомной РНК (приблизительно 1тыс.900 нуклеотидов). Индекс 

целостности РНК (RIN) для образца составляет 9.2. 

2.7. Выделение и последующее секвенирование микроРНК ЦСЖ 

           Для создания библиотек, содержащих малые РНК, для дальнейшего 

секвенирования с использованием технологии cPAS на соответствующей 

платформе DNBSEQ-G400, применялись наборы MGIEasy Small RNA Library 

Prep Kit непосредственно от MGI (КНР) в соответствии с инструкциями. 

Этапы пробоподготовки включали в себя: фрагментацию РНК, обратную 

транскрипцию, лигирование адаптеров, амплификацию, циркуляризации ДНК 

и финальную очистку библиотеки перед секвенированием. 

Циркуляризованные продукты были денатурированы, амплифицированы с 

использованием phi29 для формирования клубков ДНК, содержащих не менее 

300 копий каждой последовательности. 

Далее проводился анализ качества полученных библиотек, включающий 

определение размеров методом микроэлектрофореза и концентраций методом 

флуорометрии. 

Следующим этапом проводилось секвенирование полученных библиотек по 

принципу cPAS на платформе DNBSEQ-G400 в режиме одноконцевых чтений 

длиной 50 п.о с генерацией не менее 20 млн. чтений на каждый образец. 

Результаты секвенирования были представлены в формате FASTQ. 

2.8. Анализ данных секвенирования микроРНК 

Анализ данных секвенирования: 

1. Инструменты обработки (Пайплайн): 

a. nf-core/smrnaseq (Small RNA-Seq Best Practice Analysis Pipeline) 

версии 2.1.0[137] 

2. Качество сырых прочтений (Ридов): 

a. Программное обеспечение (ПО): FastQC версии 0.11.9 

3. Удаление последовательностей адаптеров: 

a. ПО: Trim Galore версии 0.6.5 
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4. Выравнивание ридов на базу данных последовательностей зрелых 

микроРНК: 

a. База данных: miRBase version [138] 

b. ПО для выравнивания: Bowtie1 версии 1.3.1[139] 

2.9. Статистический анализ 

Анализ данных высокопроизводительного секвенирования: 

1. Пакет для проведения анализа: DESeq2 версии 1.36.0 [140] 

2. Поправка на сравнения (множествен-е): Метод Бенджамини-Хохберга 

(FDR) [141] 

3. Критерии дифференциальной экспрессии микроРНК: 

a. МикроРНК считали экспрессирующейся (дифференциально) в 

том случае, если уровни ее экспрессии непосредственно между 

сопоставляемыми категориями отличались не менее чем вдвое. 

b. Ном. значимость: p<0.05 

При проведении анализа содержания микробиотических маркеров с помощью 

хроматографии оценивалось содержание около 200 маркеров. После 

хроматографии были удалены маркеры, значение которых было близко или 

равно 0. Далее проведен Т-тест (тест Стьюдента) для микробных маркеров и 

сформированы диаграммы в виде ящиков с усами, определены медиана, 

верхний и нижний квартиль. Значимым считалось содержание маркера, 

уровень которого отличался от контрольной группы не менее чем в 2 раза 

(p<0.05). Статистическая обработка проводилась с помощью пакета программ 

STATISTICA StatSoft (США) и Excel. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1. Содержание маркеров микробиоты в цельной крови и ЦСЖ 

пациентов с различными вариантами течения РС и лиц с РИС 

Метод анализа: Газовая хроматография - масс-спектрометрия (ГХ-МС). 

Группы: Контрольная группа, пациенты с РС, лица с РИС. 

Результаты: содержание микробиотических маркеров существенно 

отличалось между группами. 

Примечание: результаты табл. 14 подробно описывают отличия в содержании 

маркеров между контрольной группой, пациентами с РС и лицами с РИС. 

Таблица 14. Концентр-я микробных маркеров в ЦСЖ пациентов с РС (ППРС, 

РРС), лиц с РИС и контрольн. группы, нмоль/г 

Маркер Источник 

микробного 

маркера 

РС обострение РС ремиссия РИС     ППРС Контрольная 

группа 

2h12 Pseudomonas 

aeruginosa 

0,1 

[0,06-0,23] 

р=0,58 

 

0,19 

[0,09-0,4] 

*p=0,04 

0,23 

[0,11-0,48] 

*p=0,03 

 

0,07 

[0,05-0,6] 

р=0,72 

 

0,1 

[0,04-0,2] 

i14 Peptostreptococc

us anaerobius 

0,18 

[0,04-0,57] 

р=0,26 

0,39 

[0,16-0,61] 

р=0,92 

0,4 

[0,11-0,47] 

*p=0,004 

0,1 

[0,02-1,5] 

р=0,49 

0,36 

[0,06-0,68] 

 

20:1d11 Streptococcus 

(anaerobic) 

0,07 

[0,04-0,15] 

р=0,55 

 

0,15 

[0,07-0,2] 

р=0,09 

 

0,22 

[0,09-0,43] 

р=0,06 

 

0,08 

[0,04-0,3] 

р=0,84 

 

0,09 

[0,03-0,18] 

i12 Peptostreptococc

us anaerobius 

0,23 

[0,09-0,49] 

р=0,23 

 

0,57 

[0,29-1,17] 

*p=0,02 

 

0,42 

[0,3-0,9] 

р=0,17 

 

0,42 

[0,3-0,69] 

р=0,41  

 

0,29 

[0,15-0,56] 
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3h12 

p. Acinetobacter, 

Pseudomonas, 

Vibrio, Neisseria, 

Moraxella, 

Kingella, 

Ps.pertucinogena 

0,03 

[0,01-0,05] 

р=0,25 

 

0,04 

[0,02-0,13] 

*p=0,01 

 

0,04 

[0,02- 0,07] 

*p=0,03 

 

0,06 

[0,04-0,08] 

*p=0,02 

 

0,02 

[0,01-0,03] 

 

 

i14a Bifidobacterium, 

Butirivibrio 

0,33 

[0,15-0,73] 

р=0,21 

 

0,72 

[0,29-1,41] 

*p=0,002 

0,52 

[0,5-0,55] 

р=0,19 

0,71 

[0,25-1,1] 

р=0,11 

 

0,22 

[0,12-0,46] 

Coprostanol Eubacterium 0,47 

[0,2-0,84] 

р=0,21 

 

0,57 

[0,29-1,45] 

*p=0,02 

 

0,37 

[0,18-0,76] 

р=0,66 

0,48 

[0,4-3,1] 

р=0,05 

0,26 

[0,18-0,69] 

Campesterol Кампестерол- 

продуцирующие 

микрогрибы 

0,93 

[0,55-2,54] 

р=0,87 

 

2,01 

[0,73-3,84] 

р=0,08 

 

0,98 

[0,46-4,16] 

р=0,66 

 

1,0 

[0,82-3,23] 

р=0,38 

 

0,9 

[0,61-1,77] 

15:1d9 Clostridium 

propionicum, 

Bacteroides 

hypermegas 

0,11 

[0,08-0,17] 

р=0,46 

 

0,16 

[0,11-0,33] 

р=0,19 

 

0,21 

[0,14-0,32] 

р=0,14 

 

0,07 

[0,04-0,71] 

р=0,89 

 

0,15 

[0,06-0,24] 

 

18:1d11a Eubacterium 

 

1,37 

[0,79-3,46] 

р=0,55 

 

1,3 

[0,59-3,6] 

р=0,33 

 

1,3 

[0,66-3,87] 

р=0,66 

 

5,36 

 [2,95-16,72] 

р=0,15 

 

1,61 

[0,67-4,6] 

18:1d11 Lactobacillus, 

Streptococcus, 

Pseudomonas, 

Cardiobacterium 

hominis 

0,94 

[0,21-2,74] 

р=0,17 

 

3,1 

[1,34-6,57] 

р=0,12 

 

1,54 

[0,45-5,93] 

р=0,77 

0,67 

[0,29-2,68] 

р=0,61 

 

1,76 

[0,4-5,12] 

а13  Bacillus cereus, 

Brevibacterium 

0,02 

[0,01-0,05] 

р=0,44 

0,03 

[0,02-0,06] 

р=0,13 

0,05 

[0,03-0,07] 

р=0,1 

0,09 

[0,02-0,25] 

р=0,13 

0,023 

[0,01-0,05] 
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i15a 

 

Butyrivibrio, 

Lactobacillus 

(rumen), 

Propionibacteriu

m acnes 

0,18 

[0,08-0,27] 

р=0,87 

 

0,43 

[0,17-0,94] 

*p=0,003 

 

0,45 

[0,27-1,1] 

*p=0,02 

 

0,22 

[0,12-1,37] 

р=0,33 

 

0,17 

[0,07-0,34] 

 

a15a Butyrivibrio, 

Eubacterium, 

Frigoribacterium

, 

Propionibacteriu

m freudenreichii, 

Propionibacteriu

m jensenii 

0,1 

[0,07-0,18] 

р=0,74 

 

0,29 

[0,08-0,64] 

р=0,15 

0,2 

[0,11-0,28] 

р=0,09 

 

0,11 

[0,09-0,69] 

р=0,44 

 

0,11 

[0,06-0,19] 

16:1d11 Ruminococcus 

 

0,09 

[0,05-0,29] 

р=0,94 

 

0,12 

[0,06-0,3] 

р=0,65 

 

 

0,21 

[0,12-0,29] 

р=0,13 

 

0,14 

[0,08-1,15] 

р=0,25 

 

0,1 

[0,04-0,24] 

Epstein-

Barr  

 

 0,26 

[0,13-0,63] 

р=0,27 

 

0,46 

[0,2-0,8] 

*p=0,013 

 

0,56 

[0,33-0,74] 

*p=0,03 

 

0,18 

[0,17-1,28] 

р=0,42 

 

0,23 

[0,1-0,45] 

2h26 

 

Грибы 

Aspergillus spp. 

0,55 

[0,32-1,09] 

р=1,0 

 

0,85 

[0,47-1,32] 

р=0,11 

 

0,53 

[0,32-0,74] 

р=1,0 

 

1,37 

[0,38-2,6] 

р=0,23 

 

0,53 

[0,2-1,07] 

20:1 Actinomyces/Acti

nomyces 

viscosus, 

Propionibacteriu

m jensenii, 

Streptococcus 

0,23 

[0,12-0,4] 

р=0,42 

 

0,43 

[0,28-0,69] 

*p=0,01 

 

0,4 

[0,18-0,72] 

р=0,2 

 

0,29 

[0,08-1,07] 

р=0,65 

 

0,18 

[0,11-0,51] 
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(анаэробные), 

Streptococcus 

thermophilus, St. 

salivarius, St. 

mutans 

Cholestadien

on 

 

Cytomegalovirus 

 

0,02 

[0,01-0,05] 

р=0,73 

 

0,02 

[0,02-0,05] 

р=0,38 

 

0,03 

[0,02-0,07] 

р=0,36 

 

0,03 

[0,01-0,05] 

р=0,7 

 

0,02 

[0,01-0,05] 

 

Эндотоксин 

(сумма)  

 

 

1,01 

[0,62-1,69] 

р=0,8 

 

1,44 

[1,09-2,71] 

*p=0,02 

 

1,45 

[1,06-2,69] 

р=0,05 

0,96 

[0,68-3,96] 

р=0,44 

 

0,99 

[0,61-1,71] 

Плазмалоге

н (по 16а) 

 

 0,12 

[0,06-0,37] 

р=0,6 

 

0,53 

[0,23-1,21] 

*p=0,01 

 

0,25 

[0,11-0,69] 

р=0,26 

 

0,69 

[0,13-0,94] 

р=0,13 

 

0,11 

[0,04-0,48] 

Данные представлены в виде медианы и интерквартильного размаха (25-й и 

75-й процентили). 2h12 - 2-гидроксилауриновая; i14 - изомирамистиновая; 

20:1d11 - 11-эйкозановая; i12 – изолауриновая; 3h12 - 3-гидроксилауриновая; 

i14a – изомиристиновый; 15:1d9 - 9,10-пентадеценовая; 18:1d11a - цис-

вакценовая; 18:1d11 - цис-вакценовая; а13 – антеизодекановая; a15a - 

антеизопентадекановая; 16:1d11 - 11,12-гексадеценовая; 20:1 – арахиновая; 

19cyc - циклононадекановая; 14:1d7 - 7,8- тетрадеценовая; 15:1d9 - 9,10-

пентадеценовая. 

Примечания: * - Статистически значимое различие между РС (РРС-

обострение, РРС-ремиссия, ППРС), РИС и контрольной группой (p<0,05, 

двусторонний критерий Манна-Уитни). 

Ниже в виде серии диаграмм (ящики с усами) для некоторых микроорганизмов 

наглядно представлено содержание их микробных маркеров во всех 

исследуемых группах пациентов (Рисунок 7).   

Рисунок 7. 
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          Помимо микробных маркеров, специфичных для определенных 

микроорганизмов, в ЦСЖ было оценено содержание эндотоксина и 

плазмалогена. Источником могут являться любые виды микроорганизмов — 

увеличение уровня эндотоксина и плазмалогена свидетельствует об 
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увеличении общей микробной нагруженности среды. Многие анаэробные и 

некоторые факультативно анаэробные бактерии производят бактериальный 

плазмалоген [142]. Эндотоксин — липополисахарид (ЛПС), основная 

компонента внешней мембраны грамотрицательных бактерий [143]. Анализ 

показал статистически значимое увеличение уровня эндотоксина и 

плазмалогена у пациентов с ремиттирующим рассеянным склерозом (РРС) в 

стадии ремиссии. Уровень плазмалогена у них превышает показатели 

контрольной группы более чем в 4,5 раза. 

        Повышение микробной нагруженности ЦСЖ у пациентов с РС также 

подтверждается ростом содержания непосредственно в ЦСЖ различных 

маркеров, специфичных для определенных микроорганизмов. При сравнении 

групп пациентов обнаружено, что наиболее значимые отличия от контрольной 

группы наблюдались в содержании микробных маркеров в группе пациентов 

РРСремиссия. Например, у таких пациентов в два раза и более было увеличено 

содержание маркеров, специфичных для вируса Эпштейна-Барр, бактерий 

Pseudomonas aeruginosa, Peptostreptococcus anaerobius, Moraxella, 

Acinetobacter, Eubacterium, Butirivibrio, Bifidobacterium и Propionibacterium 

acnes. Также обнаружено повышение уровня кампестерола, источником 

которого являются кампестерол-продуцирующие микрогрибы. 

         На втором месте по микробной нагруженности после пациентов из 

группы РРС ремиссия находятся лица с РИС. У данной группы лиц 

обнаружено статистически значимое увеличение содержания маркеров 

бактерий Pseudomonas, Moraxella, Propionibacterium acnes, Acinetobacter, а 

также маркеров вируса Эпштейна-Барр. Маркера 3h12, который специфичен 

для Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter, обнаружен для всех сравниваемых 

групп, кроме группы пациентов с РРС в стадии обострения. 

           Исследование уровня микробных маркеров в цельной крови пациентов 

с рассеянным склерозом (РРС) в различных стадиях заболевания и 

контрольной группы не выявило статистически значимых различий между 

этими группами (см. таблицу 15). 
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 Таблица 15. Уровень содержания микробных маркеров в цельной крови 

пациентов с РС в стадии обострения, ремиссии и контрольной группы, нмоль/г 

  

Микробный маркер 

  

  

РРС в стадии 

обострения 

  

РРС в стадии ремиссии 

  

Контрольная 

группа 

Плазмалоген (по 

16а) 

  

27,11 

[22,50 - 33,87] 

p = 0,56 

26,07 

[24,32 - 33,87] 

p = 0,86 

29,52 

[23,82 - 39,24] 

Эндотоксин 

(сумма) 

0,48 

[0,43 - 0,69] 

p = 0,69 

0,45 

[0,43 - 0,52] 

p = 0,67 

0,49 

[0,36 - 0,63] 

Примечания: в таблице приведены уровни содержания в цельной крови 

эндотоксина и плазмалогена. Не найдено статистически значимых различий. 

Данные представлены в виде медианы и интерквартильного размаха 

(межквартильный размах от 25-го до 75-го процентиля). Ниже приведены 

данные о содержании плазмалогена и эндотоксина в цельной крови в виде 

диаграмм (ящиков с усами) (Рисунок 8). 

Рисунок 8. 

 



80 
 

3.2. Анализ содержания микроРНК в ЦСЖ больных РРС в стадии 

ремиссии, ППРС, лиц с РИС и пациентов контрольной группы 

3.2.1. Полнотранскриптомный поиск микроРНК, концентрация 

которых изменена у больных РРС в стадии ремиссии 

           Посредством гипотеза-независимого подхода было выполнено 

секвенирование микроРНК в ликворе пациентов с РРС и контрольной группы 

для оценки возможных изменений. 

Профилирование микроРНК в ликворе пациентов с РРС обнаружило сто 

шестнадцать микроРНК, экспрессия которых отличалась более чем в два раза 

по сопоставлению с контрольной группой (Fold change, FC-1<Log2FC>1 и 

padj<0.05) (Рисунок 9). 

 

Рисунок 9.  

Среди них экспрессия 54 микроРНК была повышена (Log2FC>1), а 62 – 

понижена при РРС (Log2FC <-1). Результат представлен в таблице 16.  

Таблица 16. МикроРНК, уровни которых в ЦСЖ значимо разнились как 

показало сравнение больных РРС во время ремиссии и больных контрольной 

группы. 
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3.2.2. Полнотранскриптомный поиск микроРНК, концентрация 

которых изменена у больных ППРС 

Анализ микроРНК в ликворе пациентов с ППРС показал двадцать восемь 

микроРНК, уровни которых отличались в два раза или более по 

сопоставлению с контрольной группой Fold change, FC-1<Log2FC>1 и padj 

<0.05 (Рисунок 10).  
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Рисунок 10.  

Среди них экспрессия 15 микроРНК была повышена (Log2FC>1), а 13 – 

понижена при ППРС (Log2FC <-1). См.табл 17. 

 

Таблица 17. МикроРНК, уровни которых в ЦСЖ значимо отличались при 

сравнении больных ППРС и контрольной группы. 
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3.2.3. Полнотранскриптомный поиск микроРНК, концентрация 

которых изменена у лиц с РИС 

Профилирование микроРНК в ликворе у лиц с РИС обнаружило сто тридцать 

пять микроРНК, уровни которых отличались в два и более раза по сравнению 

с контрольной группой. (Fold change, FC-1<Log2FC>1 и padj <0.05) (Рисунок 

11).  

 

Рисунок 11. 

Среди них экспрессия 75 микроРНК была повышена (Log2FC>1), а 60 – 

понижена при РИС (Log2FC <-1). См.табл.18 
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Таблица 18. МикроРНК, уровни которых в ЦСЖ значимо отличались при 

сравнении лиц с РИС и контрольной группы. 
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3.2.4. Поиск общих микроРНК в группах РРС ремиссия, ППРС и 

РИС, отличающих их от контрольной группы 

Ниже представлена таблица 19, иллюстрирующая общие микроРНК, 

выявленные при сопоставлении отличий между группами пациентов с РРС в 

стадии ремиссии, ППРС, РИС и контрольной группой. 

Таблица 19. Общие микроРНК, выявленные при сопоставлении отличий 

между группами пациентов с РРС в стадии ремиссии, ППРС, РИС и 

контрольной группой. 
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Сравнение групп 

Количество общих 

микроРНК, 

отличающих от 

контрольной группы 

Общие микроРНК (hsa-miR), отличающие 

данные группы от контрольной группы 

РРС ремиссия vs. 

РИС 
48 

6799-3p, 3689a-5p, 3689b-5p, 487a-5p, 

6765-3p, 3689e, 487b-3p, 631, и т.д. 

ППРС vs. РИС 13 
487b-3p, 187-3p, 6799-3p, 656-3p, 6823-3p, 

10396b-5p, 12127, 1283, 3131, и т.д. 

РРС ремиссия vs. 

ППРС 
17 

656-3p, -10396b-5p, -3614-5p, -518f-3p, -

6515-5p, -1283, -6812-3p, -3131, -219b-5p, 

и т.д. 

Все три группы 

vs. контроль 
9 

3131, -6799-3p, -10396b-5p, -656-3p, -

10396a-5p, -1283, -487b-3p, -219b-5p, -

1913. 

 

Рис. 12 ниже иллюстрирует 9 общих микроРНК для групп РРСремиссия, 

ППРС и РИС при сравнении с контрольной группой. 

 

Рисунок 12. 9 общих микроРНК для групп РРСремиссия, ППРС и РИС при 

сравнении с контрольной группой.  
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

4.1. Значимость обнаруженных микробных маркеров цельной крови и 

ЦСЖ в этиологии и патогенезе РС 

            Проведенный анализ микробных маркеров показал наличие 

полимикробного инфицирования в ЦСЖ, что косвенно говорит о хроническом 

инфицировании в ЦНС при РС и РИС. С одной стороны, эти данные 

подтверждают гипотезу об участии хронического полимикробного 

инфицирования в развитии РС. Однако образцы содержат увеличенные 

уровни маркеров одних и тех же групп микроорганизмов в основном. Это 

может указывать непосредственно на наличие вероятного специфического 

инфекционного паттерна в ЦНС (при РС). Также стоит отметить, что сам 

механизм возникновения этого паттерна и его роль в патогенезе РС требуют 

дальнейшего изучения. Предполагается, что повышение уровня определенных 

групп микроорганизмов и их маркеров может иметь патогенетические 

последствия. Это будет обсуждаться далее. 

           Заметим, в содержании микробных маркеров в ЦСЖ пациентов с РРС в 

стадии ремиссии наблюдаются наибольшие различия от контрольной группы, 

в то время как в стадии обострения таких различий не обнаружено. 

           Особый интерес вызывают сравнительные данные по уровню 

содержания микробных маркеров в крови и ЦСЖ. Уровень содержания 

микробиотических маркеров в ликворе пациентов с РС увеличен по сравнению 

с контрольной группой, однако содержание тех же маркеров в цельной крови 

не изменено. Данный факт диссоциации в содержании микробных маркеров в 

цельной крови и ликворе, вероятно, говорит о специфических изменениях 

микробной нагруженности ЦНС, но не всего организма (учитывая отсутствие 

повышения микробиотических маркеров в крови). 

           В настоящем исследовании особенно обращает на себя внимание 

повышение уровня маркера Pseudomonas aeruginosa в ликворе у пациентов с 

РРС в стадии ремиссии и у лиц с РИС. Интересен этот факт тем, что в 

литературе есть данные о возможной молекулярной мимикрии между 
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компонентами миелиновой оболочки и антигенами Pseudomonas aeruginosa. В 

данном исследовании проводилось определение и сравнение АТ к 

мимикрирующим пептидам Acinetobacter, Pseudomonas aeruginosa, основному 

белку миелина (ОБМ) и миелиновому олигодендроцитарному гликопротеину 

(МОГ) между группой пациентов с РС и контрольной группой. У пациентов с 

рассеянным склерозом (РС) отмечено значительное повышение уровня 

антител по сравнению с контрольной группой. Антисыворотки против белка 

миелина (ОБМ) реагировали одинаково на пептиды Pseudomonas и 

Acinetobacter [144]. Следует отметить, что бактерии Acinetobacter 

присутствуют на коже и в носовых пазухах человека [145]. 

            Важное патогенетическое значение также имеет повышение уровня 

эндотоксина в ликворе пациентов с РС. В литературе выдвинута 

эндотоксиновая теория нейродегенерации [143], поскольку эндотоксин 

активирует микроглию, которая может так скажем запустить процесс 

нейровоспаления, продуцируя цитокины (провоспалительные), а также 

вызывая повреждение нейронов, продуцируя формы азота и кислорода 

(активные), путем фагоцитоза. Полученные результаты настоящей работы 

совпали непосредственно с литературными данными относительно отсутствия 

повышения уровня эндотоксина в цельной крови и плазме у пациентов с 

рассеянным склерозом (РС) по сравнению с группой контроля [146]. Однако, 

обнаружено соответствующее увеличение уровня эндотоксина в ликворе, что 

может указывать на его накопление в структурах, близких к нервной ткани. 

           Также в литературе проиллюстрировано следующее: грибковый 

компонент микробиома, так же, как и бактериальный, нарушен 

непосредственно у пациентов с РС [147]. Было показано наличие грибковой 

инфекции в тканях ЦНС пациентов с РС [148]. С данными литературы также 

согласуются данные полученные в настоящей работе по увеличению уровня 

содержания маркеров микрогрибов в ликворе пациентов с РС. Некоторые 

ПИТРС, применяемые при лечении РС, проявляют противогрибковое и 
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противомикробное действие. В литературе показана фунгицидная активность 

диметилфумарата [4, 149]. 

           Помимо бактериальных и грибковых компонентов, в настоящей работе 

обнаружено увеличение в ЦСЖ у пациентов с РС в стадии ремиссии маркеров, 

характерных для вирусов, в частности для вируса Эпштейна-Барр. Эти данные 

также совпадают с данными литературы. В литературе часто отмечается 

высокая связь между рассеянным склерозом (РС) и вирусом Эпштейна-Барр 

(ЭБВ). Одно из недавних исследований показало следующее: хроническое 

заражение ЭБВ может быть основной причиной развития РС; риск того, что 

может развиться РС, увеличивается в тридцать два раза непосредственно 

после инфицирования ЭБВ, но не увеличивается после заражения другими 

вирусами, такими как цитомегаловирус (ЦМВ), который передается тем же 

путем. [150]. 

4.2. Значимость обнаруженных микроРНК в ЦСЖ у лиц с РИС 

           Анализ профилей экспрессии микроРНК показал наличие 

дифференциально экспрессирующихся микроРНК для разных типов течения 

РС и лиц с РИС в отличие от контрольной группы, что может указывать на 

непосредственную роль данных микроРНК в патогенезе РС и 

предрасполагающих состояний (РИС). Стоит отметить, что для выяснения 

непосредственной роли микроРНК в патогенезе РС и РИС необходимо 

определить мишени дифференциально экспрессирующихся для каждой 

группы микроРНК и, возможно, это позволит обнаружить общие мишени для 

РС и РИС, что позволит представить определенные микроРНК в качестве 

факторов риска трансформации РИС в РС. 

             Особый интерес вызывает наличие общих микроРНК для разных типов 

течения РС (РРС, ППРС) и РИС, экспрессия которых значимо отличается от 

контрольной группы (hsa-miR-1913, hsa-miR-6799-3p, hsa-miR-10396a-5p, hsa-

miR-10396b-5p, hsa-miR-656-3p, hsa-miR-1283, hsa-miR-3131, hsa-miR-487b-

3p, hsa-miR-219b-5p), что, вероятно, указывает на общий механизм развития 

данных состояний (РС и РИС).  
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             Сравнение групп РРСремиссия, ППРС и РИС с контрольной группой 

выявило соответственно 116, 28 и 135 микроРНК, концентрация которых в 

ликворе значимо отличалась (padj <0.05, отношение концентраций более 2). 

При этом часть микроРНК демонстрировали уменьшение экспрессии, а часть 

увеличение. Так, при сравнении групп РРСремиссия, ППРС и РИС с 

контрольной группой выявлено соответственно 54, 15 и 75 микроРНК, 

активность коих была повышена, а сниженную экспрессию 

продемонстрировали 62, 13 и 60 микроРНК соответственно. Данный факт 

может указывать на то, что часть микроРНК оказывает негативное действие 

(те микроРНК, содержание которых повышено в ЦСЖ), оказывая влияние на 

мишени, а часть оказывают протективное действие (те микроРНК, содержание 

которых снижено в ЦСЖ). 

             Дифференциально экспрессирующиеся при РС и РИС микроРНК 

могут рассматриваться в качестве потенциальных маркеров заболевания и 

РИС при дифференциальной диагностике с другими неврологическими 

заболеваниями.  

            С учетом того, что не до конца выяснено происхождение микроРНК в 

ликворе, не стоит забывать, что данные микроРНК могут быть также 

продуктом гибели нервных клеток (что происходит при РС в результате 

процесса нейродегенерации) и это может указывать на гибель одних и тех же 

клеток при разных типах течения РС и РИС (учитывая наличие общих 

микроРНК для РС и РИС, экспрессия которых повышена и понижена по 

сравнению с контрольной группой). 

            После определения группы мишеней для общих микроРНК в группах 

РРС, ППРС и РИС, в случае обнаружения общих мишеней микроРНК для 

групп: 

1. РС (при первом эпизоде неврологической симптоматики) и ППРС - 

возможно предположить, что данные микроРНК могут стать 

прогностическими маркерами типа течения РС, если речь идет о пациентах 

с первым эпизодом неврологической симптоматики и позволят 
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предположить в какой тип течения трансформируется заболевание - в РРС 

или ППРС. 

2. РИС, РРС и ППРС - также позволят спрогнозировать вероятность 

трансформации (в совокупности с наличием олигоклонального типа 

синтеза IgG в ликворе) РИС в РРС и ППРС. 

        Однозначно, для микроРНК, дифференциально экспрессирующихся в 

исследуемых группах, необходимо провести верификацию изменений их 

экспрессии на независимой выборке с использованием 

высокочувствительного метода ПЦР в реальном времени. В дальнейшем, в 

случае успешной верификации, определить функциональную роль 

дифференциально экспрессирующихся микроРНК, исходя из in silico анализа 

сетей взаимодействий их генов-мишеней. 
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ВЫВОДЫ 

1. Содержание маркеров микробиоты в ЦСЖ пациентов с РС по 

сопоставлению с пациентами из группы контроля достоверно увеличено, 

что позволяет предположить участие полимикробной инфекции в этиологии 

и патогенезе РС. 

2. Увеличение содержания микробных маркеров в ЦСЖ, при отсутствии 

аналогичных изменений в крови, позволяет говорить о наличии конкретного 

паттерна микробиотических и вирусных маркеров, который является 

характерным непосредственно для ЦСЖ пациентов с РС, но не для плазмы 

крови. 

3. У лиц с РИС в ЦСЖ увеличен уровень маркеров Эпштейна-Барр, бактерий 

Propionibacterium acnes, а также Pseudomonas, Moraxella, и Acinetobacter, 

что может свидетельствовать о высоком риске трансформации в РС, 

поскольку маркеры этих микроорганизмов также обнаружены в ЦСЖ 

пациентов с РС в стадии ремиссии. 

4. Повышен маркер Pseudomonas aeruginosa у пациентов с РСремиссия и РИС. 

С учетом данных, которые уже имеются в литературе, это говорит о 

вероятной молекулярной мимикрии между антигенами Pseudomonas 

aeruginosa и компонентами миелиновой оболочки.  

5. Повышение уровня эндотоксина наблюдается в ЦСЖ пациентов с РС и не 

обнаружено в крови, что согласуется с данными литературы и говорит в 

пользу эндотоксиновой гипотезы нейродегенерации. Повышение уровня 

эндотоксина в ЦСЖ может свидетельствовать о его накоплении в 

структурах, более анатомически близких к нервной ткани. 

6. У пациентов с РС нарушается грибковый компонент микробиома, как и 

бактериальный, что имеет значение при выборе ПИТРС (в литературе 

показана фунгицидная активность диметилфумарата, которая может 

вносить вклад в его фармакологическую активность при РС). 

7. При профилировании микроРНК ЦСЖ пациентов с РРС, ППРС и лиц с РИС 

методом NGS малых РНК присутствуют и дифференциально 
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экспрессируются (в отличие от контрольной группы) определенные 

микроРНК, что может указывать на участие данных микроРНК в патогенезе 

РС и предрасполагающих состояний (РИС) и возможно рассмотрение их в 

качестве потенциальных дополнительных маркеров РС и РИС при 

дифференциальной диагностике с ДНЗ.  

8. Содержание микроРНК при сравнении в группах РРСремиссия - контроль, 

ППРС - контроль, РИС - контроль значимо отличались, экспрессия 

некоторых микроРНК понижена, других повышена, что может говорить о 

протективном и негативном действии этих микроРНК соответственно. 

9. Сравнение выявило общие микроРНК для групп РРСремиссия, ППРС и 

РИС, экспрессия которых значимо отличается от контрольной группы (hsa-

miR-10396a-5p, hsa-miR-3131, hsa-miR-10396b-5p, hsa-miR-656-3p, hsa-miR-

1283, hsa-miR-487b-3p, hsa-miR-6799-3p, hsa-miR-1913, hsa-miR-219b-5p), 

что, вероятно, указывает на общий механизм развития данных состояний 

(РС и РИС).  

10. МикроРНК, общие для групп РРСремиссия, ППРС и РИС, значимо 

отличающиеся от контрольной группы, можно рассмотреть в качестве 

потенциального дополнительного прогностического маркера 

трансформации в РС для лиц с РИС, а также прогноза типа течения при 

трансформации в РС при наличии микроРНК, дифференциально 

экспрессирующихся для РРС и ППРС. Особый интерес вызывают hsa-miR-

656-3p, hsa-miR-3131, hsa-miR-6799-3p, hsa-miR-1283, hsa-miR-10396a-5p, 

hsa-miR-10396b-5p, hsa-miR-487b-3p, hsa-miR-219b-5p, hsa-miR-1913, общие 

для РС и РИС.  
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

            Учитывая тот факт, что данное исследование носит фундаментальный 

характер и является поисковым, часть рекомендаций носит характер 

направительный для дальнейшего исследования в данном направлении. 

1. При диагностике РС и РИС, помимо анализа ликвора на олигоклональные 

IgG, рекомендовано также проводить анализ на наличие микробных 

маркеров в ликворе. В случае с РС это может помочь при подборе ПИТРС 

(например, в случае преобладания грибковой нагрузки, препарат выбора – 

диметилфумарат). В случае с РИС это может выступать в качестве 

прогностического маркеры трансформации в РС, в совокупности с другими 

маркерами (такими как олигоклональные полосы в ликворе, например).  

2. Для более углубленного и точного изучения качественного состава 

микробиома ликвора рекомендованы дальнейшие исследования с 

проведением 16S секвенирования бактериальной РНК в ликворе. 

3. Дифференциально экспрессирующиеся при РС и РИС микроРНК 

рассматривать в качестве потенциальных маркеров заболевания и РИС при 

дифференциальной диагностике с другими неврологическими 

заболеваниями.  

4. Для микроРНК, дифференциально экспрессирующихся в исследованных 

группах, необходимо провести верификацию изменений их экспрессии на 

независимой выборке с использованием высокочувствительного метода 

ПЦР в реальном времени.  

5. В дальнейшем, в случае успешной верификации с использованием 

высокочувствительного метода ПЦР в реальном времени, определить 

функциональную роль дифференциально экспрессирующихся микроРНК, 

исходя из in silico анализа сетей взаимодействий их генов-мишеней. 
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ПРИЛОЖЕНИЯ 

Приложение 1. Клинический пример 1. 

Пациентка П, 49 лет, страдает первично-прогрессирующим РС. 

Поступила с жалобами на головокружение, чувство слабости, периодическое 

чувство скованности в правой ноге, шаткость при ходьбе. 

Из анамнеза известно, что впервые ухудшение отметила в 2019 году, когда на 

несколько недель ослабла правая нога. Через несколько недель сила в ноге 

наросла, однако сохранялось чувство скованности в ней. Вскоре в течение 

нескольких месяцев отмечала появление и нарастание выраженности 

головокружения, шаткости при ходьбе. 02.02.2021 отметила усиление 

головокружения (сопровождалось тошнотой, была однократная рвота). 

03.02.2021 проведена МРТ, выявлены признаки многоочагового поражения 

головного мозга. Также отмечает, что в 2013 г. была проведена МРТ головного 

мозга, где также были выявлены очаговые изменения. 

Из общесоматического анамнеза: Хроническая железодефицитная анемия, 

дегенеративные изменения шейного и поясничного отделов позвоночника.  

Неврологический статус: сознание ясное. Контакт в полном объеме. 

Ориентировка в месте, времени и собственной личности сохранена. 

Эмоциональный фон лабильный. Общемозговая и менингеальная 

симптоматика: отсутствует. Обоняние не нарушено. Зрение не снижено, поля 

зрения ориентировочно сохранны. Зрачки округлой формы, средней величины 

(2­3 мм), глазные щели S=D, анизокории, диплопии нет. Реакция на 

аккомодацию сохранена. Реакция на свет живая. Конвергенция достаточная. 

Движения глазных яблок в полном объеме. Нистагм в крайних отведениях. 

Болезненности в точках выхода ветвей тройничного нерва нет. 

Чувствительность на лице не нарушена. Функция жевательных мышц 

сохранена. Корнеальный рефлекс сохранен. Асимметрии лица нет. Слух не 

снижен. Глотание, речь не нарушены. Язык по средней линии. Парезов нет. 

Мышечный тонус несколько повышен в правой ноге. Сухожильные и 

периостальные рефлексы с рук средней живости без четкой разницы сторон, с 
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ног оживлены, D>S. Патологических стопных знаков нет. Пальце­носовую 

пробу справа выполняет с дисметрией, слева удовлетворительно. Пяточно­

коленную пробу выполняет удовлетворительно. При пробе Ромберга 

пошатывается. Убедительных данных за нарушение чувствительности не 

получено. Нарушение функции тазовых органов отрицает. EDSS 2,0 балла. 

При дообследовании: в общем анализе ликвора без особенностей. 

Анализ ликвора на олигоклональные IgG от 20.02.2021 - выявлен 2 тип синтеза 

олигоклональных IgG.  

ЗВП от 20.02.2021. Заключение: По данным ЗВП РШП (средний и мелкий 

размер клетки) выявлены признаки нарушения проведения зрительной 

афферентации в кору по аксонально-демиелинизирующему типу с двух 

сторон, с преобладанием на прехиазмальном уровне слева.  

МРТ головного мозга и шейно-грудного отдела спинного мозга от 24.02.2021. 

Заключение: МР-картина множественных очагов в веществе спинного мозга, 

вероятнее, демиелинизирующего характера, без признаков накопления 

контрастного препарата.  

Рисунок 13. МР-томограммы пациента с ППРС в режиме Т2; головной мозг 

(A), шейный отдел спинного мозга (Б). 

 

                         А                                                            Б 
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Пациентке была рекомендована терапия окрелизумабом. 

Результат анализа ликвора данной пациентки на наличие микробных 

маркеров представлен на рисунке 14: 

 

Отмечается повышение нормофлоры. 
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Приложение 2. Клинический пример 2. 

Пациентка Л, 30 лет, страдает РИС. 

Поступила с жалобами на снижение концентрации, внимания, повышенную 

утомляемость, периодическую головную боль. 

Из анамнеза известно, что считает себя больной с декабря 2016 года, когда на 

фоне физического и психоэмоционального переутомления появились 

головные боли. В феврале 2017г самостоятельно выполнила МРТ головного 

мозга дважды, где выявлены супратенториальные изменения в 

перивентрикулярных отделах на уровне передних рогов боковых желудочков и 

в субкортикальных отделах лобных долей (сосудистого генеза? 

демиелинизирующий процесс?), МР­картина незначительно выраженной 

наружной гидроцефалии, кисты шишковидной железы. Проходила курс 

неспецифической терапии с частичным положительным эффектом. Каждые 

полгода выполняла МРТ ГМ. С декабря 2020г стали беспокоить выше 

указанные жалобы. В январе 2021г обратилась на прием к врачу неврологу, 

обследование не назначалось, рекомендована ЛФК, прием НПВС. Улучшения 

состояния не отмечалось.  

Общесоматический анамнез без особенностей. 

Неврологический статус: сознание ясное. Контакт в полном объеме. 

Ориентировка в месте, времени, собственной личности сохранена. 

Общемозговая и менингеальная симптоматика: отсутствует. Обоняние не 

нарушено. Зрение не снижено. Зрачки округлой формы, средней величины (2­

3 мм), глазные щели S = D, анизокории, диплопии нет. Реакция на аккомодацию 

сохранена. Реакция на свет живая. Конвергенция достаточная. Горизонтальный 

установочный нистагм при взгляде в стороны. Болезненности в точках выхода 

ветвей тройничного нерва нет.  Чувствительность на лице не нарушена. 

Функция жевательных мышц сохранена. Корнеальный рефлекс сохранен. 

Асимметрии лица нет. Слух сохранен. Глотание, речь не нарушены. Язык по 

средней линии. Парезов нет. Мышечный тонус не изменен. Сухожильные и 

периостальные рефлексы с рук и ног низкие, без асимметрии сторон. Симптом 
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Бабинского отрицательный с двух сторон. Координаторные пробы: пальце­

носовую пробу выполняет удовлетворительно с двух сторон, пяточно­

коленную пробу выполняет удовлетворительно с двух сторон. При пробе 

Ромберга устойчива. Объективных нарушений чувствительности не выявлено. 

Нарушение функции тазовых органов отрицает. Нарушений походки нет. 

При дообследовании: 

В общем анализе ликвора без особенностей. 

Анализ ликвора на олигоклональные IgG: 1 тип синтеза. 

ЗВП от 20.10.21г: По данным ЗВП РШП (стимуляция мелким и средним 

размером клетки) признаков демиелинизации и аксональных изменений 

афферентных путей не выявлено. 

МРТ головного мозга и шейно-грудного отдела спинного мозга от 09.09.2021г: 

МР­картина супратенториальных очагов в веществе головного мозга, 

вероятно, демиелинизирующего характера. Динамики в сравнение с 

предыдущими исследованиями не отмечено. Спинной мозг ­ без очаговых 

изменений. 

Рисунок 15. МР-томограммы пациента с РИС в режиме Т2 (А) и FLAIR (Б). 

     

                           А                                                       Б 
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Консультация ревматолога от 26.10.2021:  данных за системное заболевание не 

выявлено.  

Было рекомендовано динамическое наблюдение невролога, проведение МРТ 

головного мозга, шейного и грудного отделов спинного мозга с введением 

контрастного препарата в динамике через 6 месяцев или при появлении новых 

симптомов.  

Результат анализа ликвора данной пациентки на наличие микробных 

маркеров представлен на рисунке 16: 

 

Отмечается высокая микробная, грибковая и герпес­вирусная нагрузка. 
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Приложение 3. Клинический пример 3. 

Пациентка П, 35 лет, страдает РРС, находится в фазе ремиссии. 

Поступила с жалобами на головокружение, шаткость, пелену перед глазами с 

двух сторон. 

Из анамнеза известно, что впервые 26.05.2021г отметила диплопию, 

неустойчивость при ходьбе, головокружение непостоянного характера. 

31.05.2021г обратилась к офтальмологу, рекомендована консультация 

невролога.  

МРТ ГМ с МР-ангиографией от 09.06.2021г: множественные мелкоочаговые 

изменения в супра- и инфратенторияльных отелах ГМ могут быть 

обусловлены демиелинизирующим заболеванием.  

В июне 2021 госпитализация в неврологическое отделение по м/ж с диагнозом: 

«Резидуальная энцефалопатия с цефалгией, рассеянной органической 

неврологической симптоматикой, зрительными нарушениями, легкой 

вестибулопатией с наличием множественных мелкоочаговых изменений в 

супа- и инфратенториальных отделах ГМ, демиелинизирующего характера? 

(по данным МРТ от 09.06.2021г)». Проведена терапия: дексаметазон 24 

мг+200.0 физ. р-ра в/в капельно №3, дексаметазон 20 мг+200.0 физ. р-ра в/в 

капельно №2, солу-медрол 1000 мг + 200.0 физ. р-ра в/в кап., с положительной 

динамикой в виде регресса диплопии. Выполнена люмбальная пункция 

(документация не предоставлена, со слов, проведен общий анализ ликвора). 

ЗВП от 04.06.2021г: функция проводимости не нарушена. 

МРТ ГМ с КУ от 20.06.2021г: МР-признаки множественных очаговых 

изменений в супра и субтенториальных структурах ГМ, может 

соответствовать демиелинизирующему процессу (РС), вне фазы активного 

процесса. 

Окулист от 17.06.2021г: Глазное дно в норме. Диагноз: Одноименная 

диплопия. Миопия слабой степени с ast OU. 
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Окулист от 06.07.2021г: OU-спокойны, подвижность в полном объеме. 

Передняя камера-средней глубины, среды прозрачны. На глазном дне: ДЗН: 

б/розовые, границы четкие. Артерии и вены обычного калибра. Диагноз: 

сложный близорукий астигматизм обоих глаз слабой степени. 

МРТ ГМ с КУ от 14.05.2022г: МР-картина демиелинизирующего заболевания 

ГМ, более вероятно SD, неактивная стадия. В сравнении с исследованием от 

20.06.2021 МР-картина стабильная. 

Общесоматический анамнез без особенностей. 

Неврологический статус: Пациентка в ясном сознании. Доступна 

продуктивному речевому контакту. Ориентирована в месте, времени, 

собственной личности правильно. Общемозговых и менингеальных симптомов 

нет. ЧН: I пара (n. olphactorius): обоняние, со слов, не нарушено. Обонятельные 

галлюцинации отсутствуют. II пара (n. opticus): зрение, со слов, снижено на оба 

глаза. Выпадение полей зрения, зрительные галлюцинации не выявлены. 

Цветовое восприятие не изменено. III пара (n. oculomotorius), IV (n. trochlearis), 

VI (n. abducens): Глазные щели D=S. Зрачки OD=OS, округлой формы. 

Фотореакции (прямая, содружественная). Движения глазных яблок в полном 

объеме. Птоза нет. Мелкоразмашистый горизонтальный нистагм в крайних 

отведениях, нечеткость зрения в крайних отведениях. V (n. trigeminus): 

корнеальные рефлексы живые. Чувствительность на лице не нарушена. Трофика 

и сила жевательных мышц не нарушены. VII (n. facialis): Лицо симметрично в 

покое и при проведении мимических проб. Лакримации, сухости склеры, 

расстройств чувствительности на передних 2/3 поверхности языка нет. VIII (n. 

vestibulocohlearis): слух сохранен. IX (n. glossopharingeus): пареза мягкого неба 

нет, глоточный рефлекс и небный рефлекс живой. Uvula по средней линии. X (n. 

vagus): дисфонии, дисфагии, дизартрии нет. XI (n. accessorius): положение 

головы не нарушено, произвольные движения головы и мышц плечевого пояса 

в полном объеме. XII (n. hypoglossus): девиация языка вправо, гипотрофии языка 

и фибрилляции нет. Двигательная система: Мышечный тонус в руках и ногах не 

изменен. Мышечная сила в руках и ногах 5­5­5б. Сухожильные рефлексы: с 
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верхних конечностей средней живости, D=S, с нижних конечностей средней 

живости, D>S. Брюшные рефлексы с двух сторон живые. Патологических 

рефлексов нет. Клонусов нет. Фасцикуляции, фибрилляции отсутствуют. 

Система чувствительности: поверхностная чувствительность не изменена. 

Вибрационная чувствительность: снижена в ногах, в руках не изменена. 

Система координации: в пробе Ромберга с ОГ­ устойчива, с ЗГ­ пошатывается. 

Координаторные пробы: ПНП с лёгкой атаксией справа, ПКП выполняет 

удовлетворительно. Походка не нарушена. Функции тазовых органов: 

контролирует. EDSS – 2,0б. 

При дообследовании:  

В общем анализе ликвора без особенностей. 

Анализ крови на антитела к аквапоину­4 от 21.06.2022: <10 у.е. (отрицательно). 

Анализ крови и ликвора на олигоклональные антитела от 21.06.2022: 2 тип 

синтеза. 

Анализ ликвора на каппа­ и лямбда­цепи иммуноглобулинов в ликворе от 

21.06.2022: лямбда­цепи 0.1 мкг/мл, каппа­цепи 0.11 мкг/мл (отрицательно). 

ЗВП от 22.06.2022г: По данным ЗВП РШП выявляются признаки нарушения 

проведения зрительной афферентации в кору по демиелинизирующему типу с 

двух сторон, с преобладанием на прехиазмальном уровне справа: латентность 

пика Р100 для левого глаза 117 мс, для правого глаза 123 мс; асимметрия 

амплитуды ответа со снижением при стимуляции правого глаза. 

МРТ в стационаре не проводилась. Представлена МРТ из стороннего 

учреждения, которую предоставила пациентка. 

 

Рисунок 17. МР-томограммы головного мозга пациента с РРС в стадии 

ремиссии в режиме Т2; аксиальный срез (А) и сагиттальный срез (Б). 
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                              А                                                    Б                                     

 

Пациентке было рекомендовано начало терапии ПИТРС 1 линии. 

 

Результат анализа ликвора пациентки на наличие микробных маркеров 

представлен на рисунке 18: 
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Отмечается повышение нормофлоры и плазмалогена. 
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Далее на рисунке 19 будут представлены результаты анализа ликвора 

пациентов на содержание микроРНК в виде графика РСА (principal 

component analysis), с помощью которого можно представить данные 

многомерного пространства в двух измерениях. 

 

 

 

Рисунок 19. Описанные выше пациенты указаны на данном графике под 

кодом Р10, Р72 и Р130 соответственно. Как можно увидеть, для данных 

пациентов в своей группе содержание различных микроРНК было 

наибольшее. 
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