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Аннотация 

Цели. Кобальт имитирует состояние гипоксии, препятствуя деградации альфа- 
субъединицы гипоксия-индуцируемого фактора, что приводит к увеличению  
кислородной емкости крови и может использоваться спортсменами в качестве  
допинга для получения конкурентных преимуществ. На сегодняшний момент для опре-
деления общего кобальта в организме используют прямые методы масс-спектро- 
метрии с индуктивно связанной плазмой, жидкостной хроматографии- 
тандемной масс-спектрометрии, однако Всемирным антидопинговым агентством не уста-
новлена максимально допустимая пороговая концентрация этого элемента в био- 
жидкостях. Отсутствие четких критериев идентификации осложняет интерпре-
тацию полученных результатов. В связи с этим, в данной статье впервые предлага- 
ется подход по косвенному определению возможных злоупотреблений кобальтом для  
целей допинг-контроля, основанный на изменении уровней экспрессии микроРНК,  
задействованных в регуляции сигнального пути гипоксии. Цель исследования заключалась 
в поиске возможных микроРНК-маркеров, экспрессия которых не зависит от гипоксии,  
вызванной физическими нагрузками, но заметно изменяется при приеме препаратов  
кобальта.
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Методы. Выделение микроРНК из образцов плазмы крови проводили при помощи  
набора PAXgene Blood miRNA Kit. Количественную полимеразную цепную реакцию в 
реальном времени проводили на амплификаторе CFX96 Bio-Rad (США) с помощью  
наборов miScript® SYBR® Green PCR Kit и панелей для исследования профилей экспрессии 
зрелых микроРНК сигнального пути гипоксии Hypoxia Signaling Pathway miScript® miRNA 
PCR Array.
Результаты. На основании статистического анализа данных было установлено, 
что экспрессия hsa-miR-15b-5p в плазме крови испытуемых не зависит от физической  
нагрузки, но возрастает при приеме препаратов кобальта.
Выводы. Разница в уровнях экспрессии при гипоксии, вызванной анаэробной физической 
нагрузкой, и имитацией гипоксии за счет применения кобальта делает hsa-miR-15b-5p 
потенциальным претендентом на роль маркера злоупотребления данным эритропоэз- 
стимулирующим агентом.

Ключевые слова: кобальт, qPCR-RT, микроРНК, допинг-контроль, стимуляторы  
эритропоэза
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Abstract 

Objectives. Cobalt mimics the state of hypoxia to prevent degradation of the alpha subunit of 
hypoxia-inducible factor, resulting in an increase in blood oxygen capacity and endurance. Athletes 
can use this property to gain competitive advantage. Nowadays, direct methods of inductively 
coupled plasma mass spectrometry and liquid chromatography-tandem mass spectrometry are 
used to determine total cobalt levels in the body. However, the World Anti-Doping Agency is yet 
to establish a maximum allowable threshold concentration of this element in biofluids. The lack of 
clear identification criteria complicates the interpretation of the obtained results for the purposes 
of doping control. In this regard, the present work proposes a new approach for the indirect 
determination of possible cobalt abuse based on changes in the expression levels of miRNAs 
involved in the regulation of hypoxia signaling pathways. Here, the aim is to identify possible 
microRNA markers whose expression does not depend on exercise-induced hypoxia, but changes 
markedly when taking cobalt preparations.
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Methods. MicroRNA isolation was performed from blood plasma samples using the PAXgene 
Blood miRNA Kit. Quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR) was performed on 
CFX96 Bio-Rad (USA) analyzer using miScript® SYBR® Green PCR Kits and panels for studying 
the expression profiles of mature microRNAs of the hypoxia signaling pathway miScript® miRNA 
PCR Array.
Results. Based on the statistical analysis of the data, it was found that the expression of  
hsa-miR-15b-5p in the blood plasma of the subjects does not depend on physical activity, but 
increases when taking cobalt preparations.
Conclusions. The difference in expression levels during anaerobic exercise-induced hypoxia 
and cobalt-induced hypoxia makes hsa-miR-15b-5p a potential candidate to be a marker of 
erythropoiesis-stimulating agent abuse.

Кeywords: cobalt, qPCR-RT, microRNA, doping control, erythropoiesis stimulants
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ВВЕДЕНИЕ

Соединения кобальта(II) до 80-х гг. XX века  
часто использовались для лечения различных  
форм анемий [1–3]. Механизм их действия связан с 
активацией транскрипционного фактора, индуци- 
руемого гипоксией (англ. hypoxia-inducible factor 
(HIF)), приводящего к увеличению экспрессии  
гена эритропоэтина, ключевого регулятора выра-
ботки красных кровяных клеток – эритроцитов 
и увеличению кислородной емкости крови [4–6].  
Однако при более детальном изучении возникаю- 
щих вследствие приема больших доз кобальта  
серьезных побочных эффектов – острых отрав-
лений, нарушений сердечного ритма, психиче-
ских расстройств, а также стимуляции канцеро-
генеза [7–10], их использование для клинических  
целей прекратилось, им на смену пришли препа- 
раты рекомбинантных эпоэтинов [11]. Несмотря  
на это, профессиональные спортсмены исполь- 
зуют различные биодобавки, содержащие кобальт,  
и даже суспензию хлорида кобальта(II) для  
повышения толерантности к физической нагруз-
ке и аэробной выносливости, что может давать  

конкурентные преимущества. Кобальт включен 
в Запрещенный список1 Всемирного антидопин- 
гового агентства (ВАДА) и относится к «актива- 
торам гипоксия-индуцируемого фактора» в соответ-
ствии со статьей S2 «Пептидные гормоны, факторы 
роста, подобные субстанции и миметики».

По состоянию на сегодняшний день лишь не-
многие антидопинговые лаборатории используют 
прямые методы определения кобальта: масс-спектро- 
метрию с индуктивно связанной плазмой (ИСП-МС) 
[12–15], жидкостную хроматографию c тандем-
ной масс-спектрометрией [16, 17] или их комби-
нацию, а большинство и вовсе не включили эти 
подходы в свой методологический арсенал, что 
приводит к возникновению проблемы выявления 
факта злоупотребления солями этого элемента в  
качестве допингового агента. Помимо этого,  
ВАДА до сих пор не установило максимально  
допустимую пороговую концентрацию этого  

1 WADA Prohibited List 2022. URL: https://www.wada-
ama.org/sites/default/files/resources/files/2022list_final_
en.pdf. Дата обращения 10.11.2022. / Accessed November 
10, 2022.

https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/2022list_final_en.pdf
https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/2022list_final_en.pdf
https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/2022list_final_en.pdf
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элемента в биожидкостях и какие-либо критерии иден-
тификации, что осложняет интепретацию получен- 
ных результатов. В ряде работ [15, 18, 19] использо-
ван подход, основанный на сравнении соотношения  
уровня витамина В12 – источника кобальта, присут-
ствующего в организме в естественном состоянии,  
измеренного иммунохимически, и концентрации 
общего кобальта, измеренной методом ИСП-МС. 
Несмотря на то, что данный подход действительно 
перспективен и может косвенно выявить наличие 
солей кобальта в организме, он довольно трудо- 
емок для широких скрининговых исследований.  
Кроме того, несколько научных статей посвяще-
ны изучению эритропоэтических эффектов при  
приеме низких доз неорганического кобальта [4, 20]. 
Программа гематологического модуля биоло- 
гического паспорта спортсмена (БПС)2 позволяет  
косвенно определить возможные манипуляции  
с кровью и факт приема некоторых эритропоэз- 
стимулирующих агентов (ЭСА) за счет резкого  
увеличения концентрации гемоглобина, падения  
процентного содержания ретикулоцитов и ана-
лиза ряда других параметров. Однако устано- 
вить, являются ли изменения в крови результатом 
высотных тренировок спортсменов или след- 
ствием приема запрещенных препаратов, не  
представляется возможным. 

В связи с вышеперечисленным, существует 
необходимость разработки нового аналитического 
подхода косвенного определения злоупот- 
ребления солями кобальта, основанного на изме- 
нении профилей экспрессии микроРНК как  
следствия приема препаратов, содержащих кобальт. 
Такие изменения профилей малых некодирую- 
щих РНК крови могут выступать в качестве  
более ранних высокочувствительных маркеров  
ответа на физиологический или патологический  
стимул, чем биохимические [21–24].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы для исследования

Для исследования брали образцы плазмы  
крови добровольцев (n = 10), ведущих активный  
образ жизни, в возрасте 22–35 лет (контроль- 
ная группа), плазмы крови спортсменов, высту- 
пающих в дисциплине «спортивная ходьба»  
(группа 1), плазмы крови тех же добровольцев  
после приема биодобавки «Кобальт DS®»  

(Dr. Skalny, Россия) (группа 2) в течение 20 суток  
в количестве в 4 раза превышающей рекоменду- 
емую дозировку (1 таблетка — 200 мкг аспараги-
ната кобальта) после приема пищи. Для получения  
плазмы образцы венозной крови, взятой натощак, 
центрифугировали 10 мин при температуре 20 °C 
со скоростью 1500 об/мин на центрифуге Rotixa 
50 RS (Hettich Zentrifugen, Германия). Весь объем 
плазмы отбирали и замораживали при −20 °C до 
исследований.

Добровольцы были проинформированы о це-
лях эксперимента, от них было получено письмен- 
ное согласие на использование их биологическо-
го материала в научных целях, исследование не  
противоречит Хельсинкской декларации3 и одоб- 
рено локальным комитетом по этике Московского 
научно-практического центра медицинской реа- 
билитации, восстановительной и спортивной меди- 
цины Департамента здравоохранения г. Москвы. 
Образцы плазмы крови спортсменов отбирали  
согласно пункту 5.3.12.2 Международного Стан- 
дарта для Лабораторий4 и пункту 6.3 Всемирного  
антидопингового кодекса из архива лаборатории. 
Образцы крови добровольцев отбирали по правилам 
сбора образцов по программе БПС в вакуумные 
пробирки BD Vacutainer® PlusЭДТА (K2EDTA) 
(Becton Dickinson, США) для гематологических 
исследований.

 Выделение микроРНК из образцов  
плазмы крови

МикроРНК выделяли из 2 мл плазмы при  
помощи набора PAXgene Blood miRNA Kit 
(PreAnalytiX, Швейцария) по протоколу произво-
дителя с некоторыми модификациями. Внесе-
ние в стандартную методику изменений было 
необходимо в связи с тем, что кровь собирали  
не в специализированные пробирки PAXgene 
(QIAGEN, Германия), а в пробирки BD Vacutainer® 
Plus (Becton Dickinson, США). Использовались  
следующие модификации: 2 мл плазмы смеши-
вали с 2 мл денатурирующего буферного раствора 
(2.7 М тиоцианата гуанидина, 1.3 М тиоцианата 
аммония, 100 мМ ацетата натрия, 5 мМ ЭДТА,  
рН 4.0), инкубировали при температуре 20–25 °C  
20 мин, центрифугировали 10 мин при 14000g, оса-

2 WADA Athlete biological passport operating  
guidelines. URL: https://www.wada-ama.org/sites/default/
files/resources/files/guidelines_abp_v8_final.pdf. Дата обра-
щения 15.11.2022. / Accessed November 15, 2022.

3 Declaration of Helsinki of the World Medical  
Association. URL: https://www.wma.net/policies-post/
wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-
research-involving-human-subjects/. Дата обращения 
15.11.2022. / Accessed November 15, 2022.

4 International Standard for Laboratories URL: https://
www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/
isl_2021.pdf. Дата обращения 15.11.2022. / Accessed 
November 15, 2022.

https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/guidelines_abp_v8_final.pdf
https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/guidelines_abp_v8_final.pdf
https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/isl_2021.pdf
https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/isl_2021.pdf
https://www.wada-ama.org/sites/default/files/resources/files/isl_2021.pdf
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док промывали дважды, используя 2 мл деиони-
зованной воды. После второй промывки осадок 
растворяли в 350 мкл буферного раствора ВМ1 
из указанного выше набора, далее выделение 
микроРНК вели по протоколу производителя, 
смывали микроРНК с колонок двумя объемами  
по 40 мкл деионизованной воды.

Измерение концентрации микроРНК прово- 
дили с использованием флуориметра Fluo 100 
(Hangzhou Allsheng Instruments, Китай) согласно 
инструкции. Выделенную микроРНК хранили  
при температуре −20 °C для дальнейшего 
использования.

Проведение обратной транскрипции  
и количественной полимеразной цепной 

реакции (ПЦР)

Реакцию обратной транскрипции проводили 
при помощи набора miScript® II RT Kit (QIAGEN, 
Германия) с использованием буферного раствора 
5×miScript HiSpec Buffer по протоколу производи-
теля на приборе C1000 Touch Thermal Cycler  
(Bio-Rad, США), для реакции брали 200 нг  
микроРНК, конечный объем реакционной смеси 
20 мкл. Полученную кДНК хранили при −20 °C. 
Перед постановкой количественной ПЦР кДНК 
разводили добавлением 200 мкл деионизованной 
воды. Количественную ПЦР с детекцией в реаль- 
ном времени проводили на ДНК-амплификаторе 
CFX96 (Bio-Rad, США) с помощью наборов  
miScript® SYBR® Green PCR Kit (QIAGEN,  
Германия) и панелей для исследования профилей 
экспрессии зрелых микроРНК сигнального пути 
гипоксии Hypoxia Signaling Pathway miScript®  
miRNA PCR Array (QIAGEN, Германия). Про- 
грамма ПЦР: инициация 95 °C, 15 мин, 40 циклов 
(94 °C – 15 с, 55 °C – 30 с, 70 °C – 30 с). Контроли 
прохождения обратной транскрипции и ПЦР,  
а также референсные гены включены в состав панели. 

Статистическая обработка результатов 

Статистическую обработку результатов прово-
дили при помощи программного обеспечения  
CFX Maestro Software (Bio-Rad, США) и онлайн 
программного обеспечения GeneGlobe (QIAGEN, 
Германия). Данные проведенных экспериментов 
объединяли в одно исследование. В работе опре-
деляли нормализованную экспрессию микроРНК 
(ΔCt), нормализацию проводили на референсные 
РНК, содержащиеся в использованной панели 
Hypoxia Signaling Pathway miScript® miRNA PCR 
Array (QIAGEN, Германия). По коэффициентам  
вариации (CV) и значениям среднего геометриче- 
ского (M-Value) в качестве референсных были 

выбраны SNORD68 (CV 0.3690, M 0.8174), 
SNORD95 (CV 0.0282, M 0.5652), SNORD96a  
(CV 0.3951, M 0.8783) со средними величинами 
стабильности CV 0.2641 и M 0.7537, т.к. для  
гетерогенных образцов рекомендуется исполь-
зовать референсные РНК с CV < 0.5 и M < 1.0.  
При расчете относительной нормализованной  
экспрессии микроРНК (ΔΔCt) использовались 
усредненные значения ΔCt опытной группы  
против контрольной группы. Значимыми призна-
вались величины ΔΔCt < 2−2 и 22 < ΔΔCt (p < 0.01).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

ЭСА чаще применяются в видах спорта, 
ориентированных на продолжительные физиче- 
ские нагрузки и длинные дистанции (легкая атле- 
тика, велошоссе, спортивная ходьба, биатлон и др.), 
для улучшения снабжения органов и тканей орга-
низма кислородом, и увеличения выносливости. 
Однако, следует учитывать, что у атлетов развива-
ется вызванное физической нагрузкой состояние 
гипоксии, которое само по себе способствует 
активации HIF и запуску процесса эритропоэза.  
Поэтому обнаружение разницы в маркерах сиг-
нального пути гипоксии при анаэробной физиче-
ской нагрузке и при применении запрещенного 
ВАДА кобальта для современного допинг-контроля 
весьма актуально.

В большей части исследованных образцов 
экспрессия микроРНК изменялась незначительно 
или достоверность полученных данных была  
ниже p = 0.01. На рис. 1 представлено сравнение  
уровней экспрессии циркулирующих в плазме  
микроРНК сигнального пути гипоксии в экспери- 
ментальных группах 1 (спортсмены) и 2 (добро-
вольцы, принимающие биологически активную 
добавку (БАД) «Кобальт DS®»).

По оси абсцисс отложен логарифм (Log 2)  
отношения уровня экспрессии микроРНК в  
группе 2 к уровню экспрессии той же микроРНК в 
группе 1. Сплошная вертикальная линия соответ-
ствует отсутствию изменения уровня экспрессии, 
пунктирные вертикальные линии соответствуют 
снижению или увеличению уровня экспрессии в 
группе 2 по сравнению с группой 1 в 4 раза.

По оси ординат отложен отрицательный 
логарифм (−Log 10) значения p (p-value), отражаю-
щий значимость полученных результатов. Сплош- 
ная горизонтальная линия соответствует p = 0.01. 
Таким образом, изменения уровня экспрессии, 
отраженные на данном графике над сплошной 
горизонтальной линией, являются статистически 
значимыми, а отраженные под ней – не обладают 
статистической значимостью.
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На основании анализа данных по уровням 
циркулирующих в плазме микроРНК в трех 
исследованных группах были отобраны девять 
микроРНК, экспрессия которых стабильно опре-
деляется во всех образцах и изменяется в условиях 
гипоксии, как вызванной аэробными нагрузками,  
так и вызванной приемом БАД, содержащей  
кобальт (табл.). К ним относятся miR-135a-5p,  
miR-15b-5p, miR-199b-5p, miR-200b-3p, miR-203a-3p,  
miR-204-5p, miR-26a-5p, miR-449a, miR-504-5p  
(рис. 2). 

На рис. 2 видно, что семь (miR-135a-5p,  
miR-199b-5p, miR-200b-3p, miR-203a-3p, miR-204-5p,  
miR-449a, miR-504-5p) из девяти выбранных 
микроРНК у спортсменов экспрессируются на 
более высоком уровне, чем у добровольцев, не 
занимающихся спортом. После приема «Кобальт DS®»  
уровень их экспрессии также повышен, но 
значительно ниже, чем у спортсменов.

С нашей точки зрения, использование дан- 
ных семи микроРНК в качестве маркеров приме- 
нения ЭСА будет практически затруднено. Это  
возможно только при отслеживании уровней их 
экспрессии во времени подобно программе 
гематологического модуля БПС. Уровень miR-26a-5p 
между группами меняется незначительно.

Специалистам в области спортивной меди- 
цины, непосредственно работающим со спорт-
сменами, также возможно будут интересны  
hsa-miR-135a-5p и hsa-miR-203a-3p. Уровень дан-
ных микроРНК в плазме крови спортсменов в 
11.2 (hsa-miR-135a-5p) и 17.1 (hsa-miR-203a-3p) 
раз выше у спортсменов, чем у добровольцев 
(табл.). Сравнение уровней данных микроРНК  
у спортсменов с различным уровнем подготовки  
и/или у спортсменов разных видов спорта позво- 
лило бы предположить возможность их исполь-
зования как маркеров физической подготовки в 
целом или маркеров устойчивости к анаэробным 
нагрузкам, в частности. С научной точки зрения, 
интересно определить, является ли высокий уровень 
данных микроРНК генетически обусловленным. 
Исследования Guo с соавторами [25] показали, что 
has-miR-135a-5p снижает число апоптотических 
клеток миокарда и воспаление после инфаркта 
миокарда за счет ингибирования экспрессии  
белков воспаления: TNF-α, IL-1β и IL-6. Также  

Рис. 1. Сравнение уровней экспрессии циркулирующих 
в плазме микроРНК сигнального пути гипоксии в 

экспериментальных группах 1 (спортсмены)  
и 2 (добровольцы, принимающие БАД «Кобальт DS®»).

Fig. 1. Comparison of expression levels of microRNAs  
of the hypoxia signaling pathway circulating  
in plasma in experimental groups 1 (athletes)  

and 2 (volunteers taking dietary supplements Cobalt DS®).

Рис. 2. Линейная диаграмма, отражающая 
изменение экспрессии выбранных циркулирующих 
микроРНК в различных группах. Исходя из данных, 

представленных на рисунке видно, что в группе 2 
наблюдается увеличение экспрессии всех микроРНК, 

кроме miR-15b-5p, чья экспрессия остается неизменной, 
но при приеме БАД «Кобальт DS®» она увеличивается.

Fig. 2. Line diagram showing changes in the expression  
of selected circulating miRNAs in different groups.  

Based on the data presented in the figure, it can be seen 
that in group 2, there is an increase in the expression  

of all miRNAs, except for miR-15b-5p, whose expression  
remains unchanged, but when taking dietary  

supplements Cobalt DS®, it increases.
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hsa-miR-135a-5p напрямую взаимодействует с инги- 
битором гипоксией индуцируемого фактора 1 альфа 
(HIF1AN), снижая его экспрессию и, таким образом, 
косвенно повышая экспрессию генов, ответ- 
ственных за процессы остеогенеза [26]. Путем  
скрининга онлайн-баз данных в работе [27] пред-
сказали и затем доказали экспериментально, что 
has-miR-135a-5p потенциально может участвовать  
в регуляции TRPC1 белков (кальциевых каналов 

транзиторного рецепторного потенциала (TRPC)). 
TRPC1 является дифференциальным регулятором 
событий, опосредованных гипоксией. Блокирова-
ние TRPC1 уменьшает индуцированную гипоксией 
аутофагию, что способствует выживанию клеток  
в условиях гипоксии. Hsa-miR-203a-3p по дан-
ным [28] препятствует развитию ишемического  
инсульта за счет подавления апоптоза, окислитель-
ного стресса и воспаления. 

Таблица. Отношение уровней экспрессии циркулирующих микроРНК в группе 2 (добровольцы, принимающие БАД 
«Кобальт DS®») к таковому в группе 1 (спортсмены), усредненные данные по группам
Table. The ratio of expression levels of circulating miRNAs in group 2 (volunteers taking dietary supplements Cobalt DS®) 
to that in group 1 (athletes), group averages

Номер 
ячейки 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

A

hsa- 
let- 

7a-5p
3.38

hsa- 
let- 

7b-5p
2.02

hsa- 
let- 

7c-5p
2.59

hsa- 
let- 

7d-5p
3.86

hsa- 
let- 

7e-5p
3.24

hsa- 
let- 

7f-5p
3.69

hsa- 
let- 

7g-5p
3.09

A

hsa- 
let- 

7i-5p
1.50

hsa-
miR-

101-3p
-2.48

hsa- 
miR-

103a-3p
-1.06

B

hsa- 
miR- 
107

-5.16

hsa- 
miR- 

10b-5p
-3.47

B

B

hsa-
miR-

122-5p
-3.16

hsa-
miR-

125a-5p
1.97

B

hsa-
miR-

125b-5p
-1.81

hsa-
miR-

130a-3p
1.74

hsa-
miR-

130b-3p
1.84

hsa-
miR-

135a-5p
-11.16

hsa-
miR-

138-5p
-2.18

В

hsa- 
miR-

141-3p
-2.18

В

hsa-
miR-

146a-5p
-1.17

B

hsa- 
miR-

146b-5p
1.01

B

hsa- 
miR-

148a-3p
-1.11

B

hsa- 
miR-

148b-3p
-1.63

B

C

hsa-
miR-

150-5p
1.28

hsa-
miR-

155-5p
1.14

B

hsa-
miR-

15a-5p
-2.80

hsa-
miR-

15b-5p
6.89

hsa-
miR-
16-5p
1.41

hsa-
miR-
17-5p
1.94

B

hsa-
miR-

181a-5p
-1.80

B

hsa- 
miR-

181b-5p
3.50

hsa-
miR-

181c-5p
-3.18

hsa- 
miR- 
184

-2.82

hsa- 
miR- 

186-5p
-1.76

hsa- 
miR- 

188-5p
-2.48

D

hsa-
miR-

191-5p
3.86

A

hsa-
miR-

192-5p
1.62

B

hsa-
miR-

195-5p
1.68

hsa-
miR-

199a-5p
1.18

B

hsa-
miR-

199b-5p
-6.19

hsa-
miR-

19a-3p
-2.40

B

hsa-
miR-

200a-3p
-3.84

hsa- 
miR-

200b-3p
-6.87

hsa-
miR-

203a-3p
-17.09

hsa- 
miR- 

204-5p
-6.07

hsa- 
miR- 

205-5p
-3.73

hsa- 
miR- 

20a-5p
2.29

B

E

hsa-
miR-

20b-5p
-1.76

hsa-
miR-

210-3p
-1.50

B

hsa-
miR-

215-5p
-2.69

hsa-
miR-
21-5p
1.52

hsa-
miR-

221-3p
-1.04

B

hsa-
miR-
22-3p
-3.03

hsa-
miR-

224-5p
-2.15

hsa- 
miR- 

23a-3p
3.12

A

hsa-
miR-

23b-3p
1.34

B

hsa- 
miR- 
24-3p
-1.04

B

hsa- 
miR- 

26a-5p
5.23

A

hsa- 
miR- 

26b-5p
3.25

A

F

hsa-
miR-

27a-3p
-1.40

hsa-
miR-

29b-3p
1.73

B

hsa-
miR-

30b-5p
-3.45

hsa-
miR-

30e-5p
-1.60

B

hsa-
miR-
31-5p
-3.82

hsa-
miR-
320a
1.62

hsa-
miR-

324-5p
1.02

B

hsa- 
miR-

331-3p
-1.09

B

hsa-
miR-

335-5p
-2.70

hsa- 
miR- 

34a-5p
-1.96

hsa- 
miR-

378a-3p
-1.69

hsa- 
miR- 
429

-12.29

G

hsa-
miR-
449a
-5.90

hsa-
miR-
451a
1.79

hsa-
miR-

491-5p
-2.35

hsa-
miR-

504-5p
-8.79

hsa-
miR-7-

5p
2.26

hsa-
miR-

877-3p
-3.69

hsa-
miR-

92a-3p
1.92

hsa-
miR-
935

-2.91

hsa-
miR-
93-5p
3.20

A

hsa-
miR- 
9-5p
-2.20

B

hsa- 
miR- 
98-5p
-1.02

B

hsa- 
miR- 

99a-5p
-3.94

Примечание: A – экспрессия данной микроРНК крайне вариабельна среди индивидуумов не зависимо от того,  
к какой группе они относятся. Скорее всего данную микроРНК нельзя будет использовать в качестве биологического  
маркера применения запрещенных веществ; B – экспрессия данной микроРНК относительно низка как в контрольных, 
так и в экспериментальных образцах. В некоторых образцах данная микроРНК не обнаружена вовсе. Таким образом,  
возможность использования данной микроРНК в качестве маркера применения ЭСА также маловероятна.

Note: A – the expression of this microRNA is highly variable among individuals, regardless of which group they belong to. 
Most likely, this microRNA cannot be used as a biological marker for the use of prohibited substances; B – the expression of this 
miRNA is relatively low in both control and experimental samples. In some samples, this miRNA was not detected at all. Thus, the 
possibility of using this microRNA as a marker for the use of ESA is also unlikely.
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Наиболее интересной из 84 исследованных 
микроРНК нам представляется hsa-miR-15b-5p,  
т.к. ее экспрессия у спортсменов (группа 1) оста-
ется неизменной, как и у добровольцев контроль- 
ной группы, а после приема «Кобальт DS®»  
ее экспрессия заметно выше (группа 2). Ранее  
hsa-miR-15b-5p уже исследовалась в связи с поиском 
маркеров устойчивости к «горной болезни», вызы-
вающей отек легких и отек мозга в условиях 
гипоксии на высотах более 2500 м над уровнем  
моря [29]. Испытуемые с более высоким началь- 
ным уровнем hsa-miR-15b-5p легче переносили  
условия гипоксии, признаков развития «горной  
болезни» у них не наблюдалось.

Обнаруженная нами явная разница в уровнях 
экспрессии при гипоксии, вызванной анаэробной 
физической нагрузкой, и имитацией гипоксии  
за счет применения препарата кобальта делает  
hsa-miR-15b-5p потенциальным претендентом на 
роль маркера злоупотребления ЭСА. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе проведенных пилотных исследований 
по сравнению уровней циркулирующих микроРНК 
плазмы крови добровольцев, профессиональных 
спортсменов, задействованных в видах спорта, 
ориентированных на выносливость, и тех же 
добровольцев после приема биодобавки, содержащей 
кобальт, были отобраны микроРНК-кандидаты, экс-
прессия которых стабильно определялась во всех 
образцах и изменялась в условиях гипоксии, как 
вызванной аэробными нагрузками, так и вызван-
ной приемом БАД. Особый интерес, в качестве 
возможного потенциального маркера косвенного 
определения активаторов HIF, представляет  
hsa-miR-15b-5p, экспрессия которой заметно возрас-
тает после 20-дневного применения «Кобальт DS®»,  
но остается неизменной при длительной физической 
нагрузке. Для уточнения полученных данных 

требуется расширение выборки исследуемых 
образцов. Ввиду отсутствия установленного ВАДА 
порогового значения для прямого определения 
концентрации общего кобальта в плазме и моче,  
поиск новых маркеров злоупотребления допингом 
ЭСА имеет несомненную практическую значимость 
для целей допинг-контроля, так как они могут 
выступать в качестве дополнительного доказа-
тельства приема запрещенных миметиков гипоксии.
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