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В монографии представлен материал о патогенезе новой коронавирусной 
инфекции в разные периоды пандемии COVID-19 c позиции обоснования 
роли микроРНК и ГКГС-I  в формировании, развитии заболевания и стой-
кости иммунитета к вирусу SARS-CoV-2. Представленные в монографии 
результаты исследований могут стать основой для создания высокоэффек-
тивных вакцин на основе пептидов ORF1ab вируса SARS-CoV-2. Особое 
внимание в работе уделено разработке научно обоснованного патофизио-
логического подхода к анализу индивидуальных особенностей генотипа 
ГКГС-I пациентов, которые позволяют совершенствовать прогноз развития 
тяжелых и крайне тяжелых форм COVID-19 и, вероятно, других вирусных 
инфекций,  а значит, более эффективно оказывать медицинскую помощь в 
условиях продолжающихся вспышек заболевания  и в периоды смены гено-
типа возбудителя.
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ВВЕДЕНИЕ

SARS-CoV-2 представляет собой одноцепочечный РНК-вирус с положитель-
ной цепью, который вызывает вирусную пневмонию, сопряженную с тяжелым 
респираторным синдром у людей (Kim et al., 2020). По данным Всемирной орга-
низации здравоохранения (ВОЗ) эпидемия коронавирусной инфекции 2019 года 
(COronaVIrus Disease 2019, COVID-19), вызванная SARS-CoV-2, унесла более 
7 миллионов жизней во всем мире. Однако ряд независимых оценок свидетель-
ствует о значительном занижении этих цифр официальной статистикой и назы-
вают цифры в 15‒20 млн умерших (Косенок, 2024).

В ряде исследований была продемонстрирована взаимосвязь тяжести те-
чения COVID-19 с генотипом главного комплекса гистосовместимости класса 
1 (ГКГС класса 1). Прежде всего, была продемонстрирована взаимосвязь ча-
стоты встречаемости аллелей HLA-A*01:01 и HLA-A*02:01 c числом случаев 
заражения и уровнем смертности от COVID-19 в различных регионах Италии 
(Pisanti et al., 2020). Также на выборке пациентов с различной тяжестью течения 
COVID-19 (Iturrieta-Zuazo et al., 2020) были подтверждены результаты теорети-
ческого моделирования взаимодействия пептидов SARS-CoV-2 с различными 
аллельными вариантами молекул ГКГС класса 1. Была продемонстрирована 
взаимосвязь числа пептидов с высокой константой взаимодействия с индиви-
дуальным набором молекул ГКГС класса 1: чем больше вирусных пептидов с 
высокой аффинностью связываются с HLA-I, тем легче течение заболевания. 
Позднее была показана взаимосвязь генотипа ГКГС класса 1 пациента с ри-
ском смерти от COVID-19 в возрасте до 60 лет (M. Shkurnikov et al., 2021).

Молекулы ГКГС класса 1 являются ключевыми медиаторами первых звеньев 
развития специфического иммунного ответа на заражение SARS-CoV-2. После 
попадания в клетку SARS-CoV-2 индуцирует трансляцию своих белков, часть 
из которых попадает в протеасомы инфицированной клетки, расщепляется до 
пептидов длиной 8‒12 аминокислотных остатков и связывается с молекулами 
ГКГС класса 1. После связывания комплекс из молекулы ГКГС класса 1 и пепти-
да вируса переносится на поверхность зараженной клетки, где может быть рас-
познан Т-клеточным рецептором CD8+ Т-лимфоцитов. В ответ на взаимодей-
ствие зрелый CD8+ Т-лимфоцит активируется и уничтожает зараженную клетку 
с помощью перфоринов и сериновых протеаз (Wherry & Ahmed, 2004), прерывая 
размножение вируса.

В организме человека присутствует три основных вида молекул ГКГС класса 1, 
кодируемых генами HLA-A, HLA-B, HLA-C. Каждый из этих генов у отдельного 
человека может быть представлен в двух вариантах – аллелях, наследуемых от 
родителей. Таким образом, генотип ГКГС класса 1 у отдельного человека может 
включать от трех до шести аллельных вариантов. В человеческой популяции су-
ществуют сотни аллельных вариантов генов HLA-A, HLA-B, HLA-C. Каждого из 
них кодирует молекулу ГКГС класса 1, обладающую индивидуальной способно-
стью к узнаванию различных чужеродных белков. Распределение аллелей специ-
фично для разных стран и популяций (J. H. Wang et al., 2009).
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От индивидуальной комбинации молекул ГКГС класса 1 зависит тяжесть 
течения ряда инфекционных заболеваний (малярия, туберкулез, СПИД, ви-
русные гепатиты) (J. H. Wang et al., 2009). Продемонстрирована связь между 
генотипом ГКГС класса 1 и чувствительностью к SARS-CoV – первому ви-
русу, вызвавшему тяжелый респираторный синдром в 2003 году. Так, аллели 
HLA-B*07:03 (Ng et al., 2004), HLA-B*46:01 (M. Lin et al., 2003), HLA-C*08:01 
(Y.-M. A. Chen et al., 2006) являются факторами предрасположенности к разви-
тию заболевания в тяжелой форме. В свою очередь аллель HLA-C*15:02 ассо-
циирована с легким течением заболевания (S.-F. Wang et al., 2011).

За более чем два года пандемии COVID-19 накоплена значительная инфор-
мация о фактических эпитопах различных штаммов SARS-CoV-2 (Vita et al., 
2019), особенностях формирования Т-клеточной памяти (Francis et al., 2022), 
тенденциях в частоте мутаций в вирусе (Nersisyan et al., 2022). 

Однако взаимосвязь генотипа ГКГС класса 1 и течения COVID-19 преиму-
щественно анализировали по данным, относящимся к первой волне пандемии 
и исходному варианту вируса (Hovhannisyan et al., 2022; Langton et al., 2021; 
Lorente et al., 2021; Tavasolian et al., 2021; Venet et al., 2022). 

Более того, при исследованиях ассоциаций генотипа и тяжести течения 
COVID-19 практически не учитывался возраст переболевших, сопутствую-
щие заболевания. Необходимо отметить, что возраст является значимым фак-
тором в формировании иммунного ответа к COVID-19 (McGroder et al., 2021; 
Promislow, 2020; Sanchez-Vazquez et al., 2021). В частности показано, что у 
людей старше 60 лет в значительной степени падает длина теломер наивных 
Т-лимфоцитов, что приводит практически к десятикратному падению их спо-
собности к делению при активации (Anderson et al., 2022), сокращается репер-
туар T-клеточных рецепторов (Britanova et al., 2014).

Введение

9



НОВАЯ КОРОНАВИРУСНАЯ ИНФЕКЦИЯ: 
ПАТОГЕНЕЗ И МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ 

ОСОБЕННОСТИ 

ПАТОГЕНЕЗ COVID-19

Новый коронавирус SARS-CoV-2 характеризовался быстрым, сложно контро-
лируемым распространением и  определенными особенностями. В частности, у 
пациентов без симптомов часто наблюдалась вирусная нагрузка на том же уровне, 
что и у симптоматических пациентов (Rothe et al., 2020; Q. Yang et al., 2021; Zou 
et al., 2020). Кроме того, выделение вирусных частиц часто начиналось до прояв-
ления первых симптомов болезни (X. He et al., 2020). Было оценено, что значи-
мая доля случаев заражения приходится на передачу вируса от пациентов в бес-
симптомный период (Johansson et al., 2021; Subramanian et al., 2021).

Другой причиной быстрого распространения COVID-19 является мутирование 
вируса и появление новых штаммов (Rambaut et al., 2020). Ряд штаммов, обладаю-
щих одной или несколькими новыми мутациями, называется «вариантом». К нача-
лу 2023 года ВОЗ выделяла 5 вариантов SARS-CoV-2, вызывающих озабоченность 
(Альфа, Бета, Гамма, Дельта и Омикрон), а также три варианта, вызывающих ин-
терес (Эта, Лямбда и Мю), при этом в человеческих популяциях из всех вариантов 
к 2023 году циркулировал преимущественно Омикрон, практически полностью 
вытеснив остальные варианты (World Health Organization, 2023b).

По сравнению с вирусом SARS-CoV (циркулировавшим в 2003 году), SARS-
CoV-2 значительно легче передается от человека к человеку и быстро распро-
странился на все континенты (Chan et al., 2020; Q. Li et al., 2020). 

Как правило, коронавирусы вызывают заболевания органов дыхания, желу-
дочно-кишечного тракта и центральной нервной системы у людей и животных 
(F. Li, 2016; Perlman & Netland, 2009). Коронавирусы способны адаптироваться 
к новой среде посредством мутаций и запрограммированы на изменение тро-
пизма хозяина (F. Li, 2013; Perlman & Netland, 2009).

Коронавирусы относятся к семейству Coronaviridae и делятся на альфа 
(α-CoV), бета (β-CoV), гамма (γ-CoV) и дельта (δ-CoV) коронавирусы. Альфа- 
и бета-коронавирусы могут инфицировать млекопитающих. Вирусы, обнару-
женные у людей, генетически схожи с родом β-CoV. β-CoV подразделяются на 
разные линии (линии A, B, C и D): SARS-CoV и SARS-CoV-2 сгруппированы 
в линию B, в которой имеется около 200 опубликованных вирусных последо-
вательностей, тогда как MERS-CoV принадлежит к линии C, которая имеет  ~  
500 вирусных последовательностей (Letko et al., 2020).

HCoV-229E и HCoV-NL63 принадлежат к семейству альфакоронавирусов, 
тогда как HCoV-OC43, HCoV-HKU1 и SARS-CoV относятся к бетакоронави-
русам (Coronaviridae Study Group of the International Committee on Taxonomy of 
Viruses, 2020; Simmons et al., 2013; Wan et al., 2020). 

Филогенетический анализ показывает, что белки SARS-CoV-2 имеют высо-
кую степень сродства с линией β-рода коронавирусов летучих мышей (Wan et 
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al., 2020). Весь геном SARS-CoV-2 на 80% идентичен геному SARS-CoV и на 
96% идентичен коронавирусу летучих мышей BatCoV-RaTG13 (P. Zhou et al., 
2020). Сходство последовательности Спайк-белка между SARS-CoV-2 и SARS-
CoV составляет около 76–78%. Один только RBD имеет сходство 73–76%. 

Напротив, человеческий MERS-CoV схож с коронавирусом летучих мышей 
Tylonycteris HKU4, имеет меньшее сходство последовательностей (~ 54%) и 
распознает DPP4 в качестве своего рецептора. Сходство последовательностей 
между Спайк-белками SARS-CoV-2 и SARS-CoV объясняет возможность свя-
зывания с одним и тем же рецептором ангиотензинпревращающего фермента 
2 (ACE2) в клетке-хозяине (Wan et al., 2020).

Коронавирус обладает одним из самых больших геномов среди всех РНК-ви-
русов размером от 27000 до 32000 п.н. Рецептор-опосредованный эндоцитоз явля-
ется основным процессом проникновения вируса в клетки-хозяева. SARS-CoV-2 
использует ACE2, рецептор клеточной поверхности, который присутствует в поч-
ках, кровеносных сосудах, сердце и, что важно, в эпителиальных клетках альвео-
лярных дыхательных путей легких второго типа (Hamming et al., 2004). S-белок, 
отвечающий за проникновение вируса, имеет N-концевой и С-концевой домены, а 
также две основные субъединицы S1 и S2, характерные для всех семейств корона-
вирусов (F. Li, 2016). Одна из этих субъединиц S1 или S2 связывается с рецептора-
ми хозяина и действует как рецептор-связывающий домен (RBD).

С момента идентификации первых коронавирусов у человека (229E и ОС43) 
в конце 1960-х годов коронавирусные инфекции считались относительно без-
вредными (Simmons et al., 2013; Wan et al., 2020). Однако вспышка SARS-CoV 
на юге Китая зимой 2002 г. имела летальность на уровне около 10% инфициро-
ванных пациентов (Hamming et al., 2004; Peiris et al., 2004; Stadler & Rappuoli, 
2005). Вирусологический анализ вспышки атипичной пневмонии показал, что 
летучие мыши являются естественными резервуарами для SARS-CoV. Цивет-
ты и енотовидные собаки – промежуточными хозяевами. 

В 2012 году был выявлен у людей и идентифицирован новый высокопатоген-
ный коронавирус ближневосточного респираторного синдрома (MERS-CoV) (Zaki 
et al., 2012). MERS-CoV имел низкую скорость распространения, заболело около 
1700 человек. При этом летальность составила 36% (F. Li, 2016; Zaki et al., 2012).

Вскоре после открытия SARS-CoV-2 в патогенезе COVID-19 были выде-
лены две фазы: фаза ответа на вирусную инфекцию и фаза воспалительного 
ответа хозяина (иногда переходящая в фазу цитокинового шторма) (рис. 1). 

Вирусная нагрузка SARS-CoV-2 высока в первые дни инфекции и неу-
клонно снижается с течением времени у иммунокомпетентных хозяев (Sette 
& Crotty, 2021). В первые несколько дней инфекция SARS-CoV-2 может ва-
рьироваться от бессимптомной до слабо выраженной у большинства паци-
ентов и обычно включает симптомы со стороны верхних дыхательных путей 
и/или системное гриппоподобное заболевание. Тяжелая форма COVID-19 
обычно развивается, по крайней мере, через 1 неделю после начала заболева-
ния, что может указывать на большую роль дисрегуляции иммунного ответа, 
а не прямого вирусного цитопатического эффекта.

Оценка последовательности патофизиологических событий позволяет 
предположить, что среднее время от появления симптомов до госпитализации, 
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одышки, острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС), потребности в 
искусственной вентиляции легких и поступления в отделение интенсивной те-
рапии (ОИТ) составляло 7,0, 8,0, 9,0, 10,5 и 10,5 дней соответственно (C. Huang 
et al., 2020) для исходного варианта SARS-CoV-2. Необходимо отметить, что 
сроки возникновения симптомов немного различаются в зависимости от ва-
рианта вируса, что подтверждает гипотезу о нарушении регуляции иммунного 
ответа, вызывающего тяжелую форму COVID-19.

 

Рис. 1.  Временная шкала COVID-19 среднетяжелого, тяжелого и крайне тяжелого течения и 
ее взаимосвязь с вирусной нагрузкой, интенсивностью воспалительной реакции, клинической 

симптоматикой и формированием специфического иммунитета.

ФОРМИРОВАНИЕ ИММУНИТЕТА К SARS-COV-2

Врожденный иммунитет в борьбе с SARS-CoV-2

Первой линией защиты организма от вирусов, включая SARS-CoV-2, яв-
ляется врожденный иммунный ответ, который ограничивает вход вирусов в 
клетки, трансляцию, репликацию и сборку вирионов, а также позволяет обна-
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руживать и уничтожать зараженные клетки, координирует и усиливает приоб-
ретенный иммунитет (Diamond & Kanneganti, 2022).

После попадания вируса в клетку и синтеза неструктурных белков фор-
мируется репликационно-трансляционный комплекс, который считывает с 
плюс-цепи РНК SARS-CoV-2 антисмысловые минус-цепи РНК, а неструктур-
ные белки реорганизуют мембраны, полученные из эндоплазматического ре-
тикулума (ЭПР) и комплекса Гольджи, чтобы скрыть область вирусной репли-
кации и транскрипции от иммунных сенсоров клетки-хозяина (Knoops et al., 
2008). После синтеза структурных белков они переносятся к мембранам ЭПР и 
комплекса Гольджи, комбинируются с геномной РНК и N-белками для после-
дующей сборки вирион-содержащих везикул, которые в процессе экзоцитоза 
высвобождают вирионы во внеклеточное пространство (Lee et al., 2020).

Различные этапы жизненного цикла вируса могут подвергаться действию 
врожденного иммунитета. Например, сенсоры на поверхности клеток могут 
определять S, E и M-белки во время этапа связывания, а цитоплазматические 
сенсоры могут обнаруживать вирусные белки и нуклеиновые кислоты до ком-
партментализации с участием неструктурных белков вируса. Это приводит к 
активации воспалительных сигнальных путей, продукции цитокинов и клеточ-
ной гибели (Diamond & Kanneganti, 2022).

Клетки врожденного иммунитета, включая макрофаги, моноциты, дендрит-
ные клетки, нейтрофилы и лимфоидные клетки врожденного иммунитета, та-
кие как клетки-естественные киллеры (NK-клетки, от англ. Natural killer cells) 
имеют различные рецепторы распознавания паттернов (PRR, от англ. pattern 
recognition receptors), узнающие патоген-ассоциированные молекулярные 
паттерны (PAMP, от англ. pathogen-associated molecular patterns) или молеку-
лярные паттерны, связанные с повреждением клеток, что вызывает развитие 
воспалительного и иммунного ответа. Выделяют пять основных типов PRR: 
толл-подобные рецепторы (TLR, от англ. Toll-like receptors), RIG-I-подобные 
рецепторы I (RLR, от англ. RIG-I-like receptors, где RIG-I – retinoic acid-inducible 
gene I, индуцируемый ретиноевой кислотой ген I), NOD-подобные рецепторы 
(NLR, от англ. NOD-like receptors, где NOD – nucleotide-binding oligomerization 
domain, нуклеотид-связывающий олигомеризационный домен), AIM2-подоб-
ные рецепторы (от англ. absent in melanoma 2 – отсутствующий при меланоме 
белок 2) и рецепторы лектинов C-типа (Kanneganti, 2020).

TLR активируют продукцию воспалительных цитокинов через адаптор-
ные молекулы MyD88 и TRIF (Manik & Singh, 2022). MyD88 активирует ядер-
ный фактор NF-κB, митоген-активируемые протеинкиназы (MAPK, от англ. 
mitogen-activated protein kinases) и интерферон-регулирующие факторы (IRF, 
от англ. interferon regulatory factors), которые перемещаются в ядро клетки и 
активируют транскрипцию провоспалительных цитокинов, таких как фактор 
некроза опухоли и интерлейкины 1 и 6, экспрессию ряда сенсоров врожден-
ного иммунитета, интерферонов и интерферон-стимулирующих генов. TRIF 
также активирует продукцию интерферонов и ряда противовирусных факто-
ров (Manik & Singh, 2022). E-белок SARS-CoV-2 активирует воспалительную 
реакцию через TLR2, а ингибирование TLR2 у трансгенных мышей, заражен-
ных SARS-CoV-2, уменьшало выраженность цитокинового шторма и улучша-
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ло выживаемость (Potapov et al., 2022; M. Zheng et al., 2021). При изучении 
SARS-CoV было показано, что активация пути TLR3 играет защитную роль 
при инфекции (Lee et al., 2020). В исследованиях in silico была показана воз-
можность S-белка SARS-CoV-2 связываться с белками TLR1, TLR4 и TLR6 
(Choudhury & Mukherjee, 2020). TLR7 и TLR8 могут распознавать повышен-
ные при COVID-19 антифосфолипидные антитела, а мутации гена TLR7 были 
связаны с тяжелым течением COVID-19 (van der Made et al., 2020).

Одноцепочечные РНК SARS-CoV-2, включая геномные, субгеномные и 
репликативные РНК, могут детектироваться с помощью молекул RLR, таких 
как MDA5, RIG-I и LGP2 (D.-M. Yang et al., 2021). После посттрансляцион-
ных модификаций MDA5 и RIG-I перемещаются в митохондрии, где образуют 
сигналосому с белком MAVS (от англ. mitochondrial antiviral signaling protein, 
белок противовирусного сигнального пути митохондрий). Данная сигналосома 
индуцирует фосфорилирование IRF3 и активацию интерферонов I и III типов 
(AL Hamrashdi & Brady, 2022). 

Секреция интерферонов приводит к стимуляции рецепторов интерферонов 
по аутокринному и паракринному механизму, что приводит к активации мно-
жества интерферон-стимулируемых генов с различными противовирусными 
функциями (Schoggins, 2019). Так, Ly6E может предотвращать вход SARS-
CoV-2, белки IFIT — ингибировать вирусную репликацию, а BST2 — пре-
дотвращать выход вируса из клетки (Martin-Sancho et al., 2021; Pfaender et al., 
2020). Как чрезмерная, так и недостаточная активация интерферонового ответа 
может быть негативным фактором при COVID-19.

NLR также могут отвечать на инфекцию SARS-CoV-2, индуцируя выра-
ботку интерферонов I типа и провоспалительных цитокинов. NLRP3 являет-
ся одним из самых изученных сенсоров инфламмасомы и приводит к актива-
ции каспазы-1, синтезу и высвобождению интерлейкинов 1β и 18 и клеточной 
смерти (Christgen & Kanneganti, 2020). NLRP3 может детектировать SARS-CoV 
и SARS-CoV-2 (Campbell et al., 2021), а уровни интерлейкинов 1β и 18 в плаз-
ме крови коррелируют с тяжестью заболевания и смертностью при COVID-19 
(Laing et al., 2020). Помимо NLRP3 при COVID-19 в инфламмасоме могут ак-
тивироваться сенсоры AIM2 и NLRC1, связанные с продукцией интерферона 
бета (Karki & Kanneganti, 2022).

Помимо TLR, RLR и NLR существуют дополнительные цитозольные сенсо-
ры, которые могут детектировать вирусы и активировать провоспалительные 
сигнальные пути. SARS-CoV-2 может приводить к повреждению митохондрий 
и активировать сигнальный путь cGAS-STING и стимулировать врожденный 
иммунитет, однако у SARS-CoV-2 существуют механизмы подавления этого 
сигнального пути через белки ORF3a и Mpro (Rui et al., 2021). Агонист STING 
восстанавливает ответ через данный сигнальный путь и улучшает прогноз при 
COVID-19 (Humphries et al., 2021).

Ранее уже были упомянуты различные механизмы, с помощью которых 
SARS-CoV-2 может уклоняться от врожденного иммунного ответа, подавляя 
выработку интерферонов. Второй линией защиты организма от вирусной ин-
фекции является приобретенный иммунитет.
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Приобретенный иммунитет к SARS-CoV-2

Приобретенный иммунитет состоит из клеточного и гуморального иммун-
ных ответов и может возникать в ответ на проникновение в организм патогенных
микроорганизмов либо их антигенов, в том числе при вакцинации. Антигены пер-
вично распознаются иммунными клетками врожденного иммунитета в перифери-
ческих тканях. После этого антигены либо пассивно дренируются в лимфатические 
узлы, либо первоначально процессируются мигрирующими антигенпрезентиру-
ющими клетками, которые в свою очередь перемещаются в лимфатические узлы. 
После этого в лимфатических узлах происходит активация B-клеток и Т-клеток и 
их созревание в эффекторные клетки. Антитела, продуцируемые эффекторными 
B-клетками, и зрелые цитотоксические Т-клетки распространяются по организму, 
обеспечивая длительную защиту от патогена (Ou et al., 2022).

Активация иммунных клеток в лимфатических узлах является сложным, ско-
ординированным процессом. Антигены микроорганизма и антигенпрезентиру-
ющие клетки достигают лимфоузлов в течение нескольких часов. Эти перифе-
рические антигенпрезентирующие клетки, такие как мигрирующие дендритные 
клетки, могут представлять антигены непосредственно наивным Т-клеткам в 
лимфатических узлах или передавать их вместе с пассивно дренируемыми анти-
генами резидентным дендритным клеткам лимфатических узлов. 

Активация и созревание CD8+ T-клеток происходят при их взаимодействии с 
комплексом пептида и молекулы главного комплекса гистосовместимости класса 
I на дендритных клетках при содействии костимуляторных сигналов и цитокинов. 
После активации CD8+ T-клетки взаимодействуют с CD4+ T-клетками, что пре-
вращает их либо в краткоживущие эффекторные (цитотоксические) Т-клетки, либо 
долгоживущие клетки памяти. В свою очередь CD4+ T-клетки для активации долж-
ны взаимодействовать с комплексами пептидов с  ГКГС класса II на антигенпре-
зентирующих клетках, включая B-клетки в лимфатических узлах (Ou et al., 2022).

Активация и созревание B-клеток происходит в B-клеточных фолликулах 
периферической лимфатической ткани. B-клетки могут напрямую распозна-
вать растворимые антигены, дренирующиеся из периферических тканей. Кро-
ме того, фолликулярные дендритные клетки могут представлять антигены 
наивным B-клеткам путем захвата и удержания опсонизированных антигенов. 
Помимо указанных антигенов для активации B-клеток также требуется субпо-
пуляция CD4+ клеток, так называемые фолликулярные Т-хелперы, обеспечи-
вающие костимулирующие сигналы. 

Активированные B-клетки затем мигрируют в герминативные центры пери-
ферической лимфатической ткани, претерпевают клональную экспансию и со-
матическую гипермутацию для увеличения и диверсификации синтезируемых 
антител. Среди данных мутировавших B-клеток происходит положительная 
селекция на представленных антигенах, поскольку эти клетки конкурируют 
между собой за костимулирующие сигналы фолликулярных дендритных кле-
ток и фолликулярных Т-клеток. В итоге зрелые B-клетки покидают гермина-
тивные центры в виде эффекторных плазматических клеток, секретирующих 
антитела, и клеток памяти (Ou et al., 2022).
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Приобретенный иммунитет необходим для контроля и элиминации инфекции 
вируса SARS-CoV-2. Существует повышенный интерес к изучению клеточного 
компонента приобретенного иммунитета. Результаты исследований SARS-CoV 
и MERS-CoV позволяют предположить, что Т-клетки могут быть основными 
элементами контроля болезни (J. Zhao et al., 2017), в то время как некоторые ис-
следования показывают, что повышенный уровень антител, то есть гуморальное 
звено приобретенного иммунитета, может быть связан с более высоким уровнем 
воспаления и ухудшенным клиническим исходом (L. Liu et al., 2019).

Титры антител IgG коррелируют с защитой от инфекции (Khoury et al., 2021; 
Lumley et al., 2021; Molodtsov et al., 2022), а специфичные IgG могут обеспечивать 
защиту от SARS-CoV-2 даже в отсутствие клеточного иммунного ответа как в ис-
следованиях на животных (Hasenkrug et al., 2021; McMahan et al., 2021), так и в про-
спективных клинических исследованиях (McMahan et al., 2021; Wyllie et al., 2020).  

Однако гуморальный ответ развивается значительно позднее клеточного ответа 
(Kalimuddin et al., 2021; Painter et al., 2021), поэтому именно клеточное звено пер-
вым встречает и контролирует инфекцию. Кроме того, было показано, что доста-
точный гуморальный ответ не развивается у определенной доли пациентов, вплоть 
до 15% (Gudbjartsson et al., 2020; Jain et al., 2022; Wajnberg et al., 2020). Также гумо-
ральный ответ постепенно снижается после инфекции или вакцинации и может не 
обнаруживаться на достаточном уровне уже спустя 6 месяцев (Bayart et al., 2021; 
Sherina et al., 2021; Zuo et al., 2021), в то время как клеточный иммунитет сохраня-
ется значительно дольше (Bilich et al., 2021; Dan et al., 2021; Zuo et al., 2021). Так, 
после первого острого респираторного синдрома, вызванного SARS-CoV, клеточ-
ный иммунитет сохранялся  вплоть до 17 лет после инфекции (Le Bert et al., 2020).

Нейтрализующие антитела чаще всего взаимодействуют c S-белком, особенно 
с доменом RBD, препятствуя взаимодействию S-белка с рецептором ACE2 (Corti et 
al., 2021). Кроме того, нейтрализующие антитела могут обеспечивать антителоза-
висимую клеточную цитотоксичность, в результате которой зараженные вирусом 
клетки, экспрессирующие на поверхности S-белок, подвергаются элиминации (Tso 
et al., 2021). Именно поэтому в качестве варианта терапии COVID-19 разрабатыва-
ется ряд нейтрализующих антител против S-белка (M. S. Cohen et al., 2021; Dougan 
et al., 2021; Reis et al., 2021). Нейтрализующие антитела также могут связываться с 
N-концевым и другими доменами S-белка (Amanat et al., 2021; Lok, 2021).

Мутации в S-белке, особенно в домене RBD, приводят к снижению эффек-
тивности нейтрализующих антител, накопленных в организме или искусствен-
но введенных в терапевтических целях. Разработаны подходы к изучению 
молекулярных и структурных характеристик антител, позволяющие предска-
зывать изменение динамики связывания мутирующего S-белка с антителами и 
влияние мутаций на нейтрализующую активность (Z. Cui et al., 2022; Mannar 
et al., 2022; McCallum et al., 2022). Изменение нейтрализующей активности ан-
тител с появлением новых штаммов SARS-CoV-2 было выявлено и в экспери-
ментах in vitro (Z. Liu et al., 2021; Rees-Spear et al., 2021). Вариант Омикрон 
избегает большинства нейтрализующих антител, полученных при иммунной 
реакции на другие варианты вируса (Cao et al., 2022).

Одним из основных средств профилактики COVID-19 являются вакцины. 
По данным ВОЗ на 7 февраля 2023 г. 199 вакцин находились на стадии до-
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клинической разработки и 178 вакцин – на стадии клинических исследований 
(World Health Organization, 2023a). При этом зарегистрированные и признан-
ные в большинстве стран вакцины показывают высокую эффективность про-
тив исходного штамма SARS-CoV-2 (Tregoning et al., 2021), но новые штаммы 
всё чаще избегают иммунного ответа, выработанного при использовании этих 
вакцин (Cele et al., 2022; Lu et al., 2022; Planas et al., 2021). Именно из-за всех 
перечисленных выше фактов всё больше внимания уделяется именно клеточ-
ному звену приобретенного иммунитета.

По-видимому, на развитие успешного приобретенного иммунного ответа 
и хорошие клинические исходы влияет начальная вирусная нагрузка (Rico-
Caballero et al., 2022) и эффективность врожденного иммунитета, в частности, 
обеспечиваемого интерферонами I типа (Hadjadj et al., 2020). Тяжелые клини-
ческие случаи характеризуются медленным снижением вирусной нагрузки и 
ранним развитием воспаления с повышенными уровнями интерферона альфа 
и гамма и фактора некроза опухоли (Lucas et al., 2020).

Тем не менее, несмотря на важность врожденного иммунитета, скоордини-
рованный клеточный иммунный ответ также играет важную роль в контроле 
болезни. Раннее развитие цитотоксического CD8+ Т-клеточного ответа, кото-
рый обычно развивается в течение первых 7 дней с появления симптомов и 
имеет пиковое развитие на 14-й день, коррелирует с эффективным снижением 
вирусной нагрузки (Notarbartolo et al., 2021) и более легким протеканием бо-
лезни (Bergamaschi et al., 2021), что характерно и для кинетики развития гумо-
рального иммунитета (Lucas et al., 2021). 

В некоторых случаях начальный клеточный иммунный ответ может обе-
спечиваться не специфичными к SARS-CoV-2 Т-клетками, а CD8+ Т-клетка-
ми, имеющими фенотип NKG2D+IL-7R+, защищая организм еще до развития 
иммунитета, специфичного именно к SARS-CoV-2 (Bergamaschi et al., 2021; 
Maurice et al., 2021). Около 20% пациентов демонстрируют плохо развиваю-
щийся приобретенный иммунитет и могут получить пользу от ранней терапии 
антителами против SARS-CoV-2 (Abani et al., 2021).

При острой инфекции SARS-CoV-2 часто наблюдается выраженная лимфо-
цитопения, которая коррелирует с тяжелым клиническим исходом (G. Chen et al., 
2020). Одновременно с интенсивной пролиферацией примерно 20% пула Т-кле-
ток, а именно CD8+ T-клеток, происходит потеря остальных 80% периферических 
Т-клеток (Kuri-Cervantes et al., 2020). Причины такой лимфоцитопении неясны, од-
нако могут быть связаны с нарушенной пролиферацией, апоптозом и экстраваза-
цией в ткани (Notarbartolo et al., 2021). Разрешение лимфоцитопении коррелирует 
с выздоровлением, но может занимать несколько недель (Diao et al., 2020).

Эффективный контроль вирусной инфекции связан с типом 1 CD4+ феноти-
па, то есть с Т-хелперами, секретирующими интерлейкин 2 и интерферон гам-
ма, в то время как тип 2, связанный с секрецией интерлейкинов 4, 5 и 10, часто 
можно наблюдать у пациентов с тяжелым течением COVID-19 (Notarbartolo et 
al., 2021). Высокий уровень секреции эффекторных молекул CD8+ Т-клетками 
при остром COVID-19 связан с благоприятными клиническими исходами (Su 
et al., 2020), однако гиперактивация Т-клеток может приводить к ухудшению 
исходов из-за повреждения собственных клеток (Mathew et al., 2020).
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Вирус-специфический Т-клеточный ответ при бессимптомном COVID-19 
характеризуется повышенным уровнем интерферона гамма и интерлейкина 2, 
а также сбалансированной секрецией интерлейкина 10 и провоспалительных 
цитокинов, таких как интерлейкин 6, фактор некроза опухоли альфа и интер-
лейкин 1β, в то время как при симптоматическом течении болезни наблюдалась 
несбалансированная секреция с преобладанием провоспалительных цитоки-
нов (Le Bert et al., 2021).

Специфичный Т-клеточный ответ на SARS-CoV-2 развивается практиче-
ски у всех заболевших. В исследовании с использованием технологии ELISpot 
было обнаружено, что у пациентов с более тяжелой изначальной инфекцией 
SARS-CoV-2 наблюдается более сильный клеточный ответ (Y. Peng et al., 2020). 
Использование наборов пептидов, перекрывающих весь протеом SARS-CoV-2, 
показало наличие Т-клеточного ответа практически на все белки вируса, 
сила которого коррелировала с уровнем экспрессии соответствующих белков 
(Grifoni et al., 2020; Tarke et al., 2021). Уровень CD4+ и CD8+ активации корре-
лирует практически для всех белков, хотя Nsp12 вызывает слабый CD8+ ответ 
(Tarke et al., 2021). S-белок вызывает преимущественно CD4+ Т-клеточный от-
вет, что, вероятно, направлено на поддержание выработки антител и повышен-
ный уровень фолликулярных Т-хелперов (Boppana et al., 2021).

Большинство исследований сконцентрированы на изучении Т-клеточного от-
вета на структурные белки, такие как S-, M-, N- и Е-белки, однако ORF3, Nsp3, 
Nsp4, Nsp12 и другие белки также несут важные эпитопы (Quadeer et al., 2021). 
CD4+ Т-клетки при COVID-19 характеризуются полифункциональным профи-
лем с высоким уровнем интерлейкина 2, хотя уровень продукции интерферона 
гамма несколько ниже, чем при других респираторных вирусных инфекциях (Rha 
et al., 2021). Транскриптомный анализ отдельных клеток через 4 недели после 
начала инфекции продемонстрировал высокую степень развития цитотоксиче-
ских популяций CD4+ и CD8+ Т-клеток, хотя обычно развитие цитотоксических 
CD4+ субпопуляций не является характерным признаком стадии формирования 
клеток памяти. CD4+-ассоциированный ответ был несколько сильнее, чем для 
CD8+-пула (Bieberich et al., 2021), и мог даже усиливаться с течением времени 
(Bilich et al., 2021), что может отражать персистентное присутствие антигенов 
вируса в период восстановления (J.-R. Yang et al., 2020). Формируется пул ство-
ловых клеток памяти, специфичных к SARS-CoV-2 (Jung et al., 2021), а среди 
CD4+ клеток преобладают центральные клетки памяти (с фенотипом CCR7+ 
CD45RA−) (K. W. Cohen et al., 2021), что создает предпосылки для длительно-
го сохранения иммунного ответа. Есть надежда, что SARS-CoV-2-специфичные 
Т-клетки будут сохраняться многие годы, хотя это может зависеть от тяжести 
изначальной инфекции (Wheatley et al., 2021). В ряде исследований устойчивый 
иммунитет сохранялся в течение 6 месяцев и дольше (Jung et al., 2021; Zuo et al., 
2021). В то же время, проспективные исследования показали некоторую перео-
риентацию специфичности Т-клеток с течением временем (Bilich et al., 2021), и 
период полуэлиминации вирус-специфичных клеток оценивается на уровне 200 
дней (K. W. Cohen et al., 2021). Долговременный Т-клеточный ответ характерен 
для фенотипа эффекторных клеток памяти CD45RA+ и демонстрирует характер-
ный интерфероновый транскриптом (Adamo et al., 2022).
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SARS-CoV-2-специфичные CD4+ и CD8+ Т-клетки памяти составляют около 
0,5 и 0,2% от пула всех CD4+ и CD8+ клеток соответственно (K. W. Cohen et al., 
2021), хотя характерной особенностью является гетерогенность между донора-
ми. Широта ответа у отдельных доноров оценивается примерно в 19 и 17 эпи-
топ-специфических ответов у большинства людей для CD4+ и CD8+ клеток соот-
ветственно (Tarke et al., 2021). Это дает уверенность в том, что вирусной мутации 
вряд ли будет достаточно для того, чтобы избежать распознавания Т-клетками.

Большинство Т-клеток в организме представлено как резидентные клетки 
памяти в тканях, и развитие сторожевых вирус-специфичных пулов памяти 
в дыхательных путях, вероятно, будет иметь важное значение для защиты от 
повторного заражения. Количество SARS-CoV-2-специфичных резидентных 
Т-клеток памяти в легких коррелирует с защитой от повторного заражения 
(Szabo et al., 2021), а поскольку их можно обнаружить в течение, как минимум, 
10 месяцев после заражения, вероятно, они играют важную роль в ограниче-
нии тяжести реинфекции (Grau-Expósito et al., 2021). Индукция этих клеток по-
сле вакцинации в животных моделях также обнадеживает (Routhu et al., 2021).

РОЛЬ ГЛАВНОГО КОМПЛЕКСА 
ГИСТОСОВМЕСТИМОСТИ КЛАССА 1

В ФОРМИРОВАНИИ ПРОТИВОВИРУСНОГО 
ИММУНИТЕТА

Риск летального исхода при инфицировании новой коронавирусной инфек-
цией повышается в зависимости от ряда факторов, в числе которых  возраст, 
мужской пол (вероятность смерти при заражении коронавирусом выше для 
мужчин, чем для женщин), индекс массы тела, уровень глюкозы. Тяжелое те-
чение с летальным исходом наиболее часто регистрируют у людей старшей 
возрастной группы с заболеваниями сердечно-сосудистой системы, цереброва-
скулярной патологией и злокачественными новообразованиями. Из всех хро-
нических заболеваний наиболее опасным при COVID-19 является сахарный 
диабет. На втором месте после диабета по опасности при COVID-19 находятся 
болезни почек и сердечно-сосудистые заболевания (T. Wang et al., 2020).

На характер течения COVID-19 также влияет фактор генетической предрас-
положенности. Известно, что молекулы HLA класса I являются одним из клю-
чевых медиаторов первых звеньев в развитии специфического иммунного от-
вета при COVID-19. Сразу после попадания в клетку SARS-CoV-2 индуцирует 
трансляцию своих белков. Некоторые из этих белков попадают в протеасомы 
инфицированной клетки, расщепляются до пептидов длиной 8‒12 аминокис-
лотных остатков, так называемых эпитопов, и связываются с молекулами HLA 
класса I. Т-клеточные эпитопы могут быть не только чистыми пептидами, но 
и гаптенами, сахарами и посттрансляционно модифицированными пептидами 
(Petersen et al., 2009; L. Sun et al., 2016). После связывания комплекс, состо-
ящий из молекулы HLA класса I и эпитопа, переносится на поверхность ин-
фицированной клетки, где он может взаимодействовать с Т-клеточным рецеп-
тором CD8+ Т-лимфоцитов. В ответ на данное взаимодействие зрелый CD8+ 
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Т-лимфоцит активируется и разрушает инфицированные клетки с помощью 
перфоринов и сериновых протеаз (Wherry & Ahmed, 2004).

Существует три гена, кодирующие молекулы HLA класса I: HLA-A, HLA-B и 
HLA-C. Каждый из этих генов может быть представлен в геноме человека в двух 
вариантах – аллелях, унаследованных от родителей. Существуют десятки вари-
антов каждого аллеля молекул HLA-I; молекулы, кодируемые каждым аллелем, 
обладают индивидуальной способностью распознавать различные чужеродные 
белки. Распределение аллелей является специфичным для отдельных популяций 
(J. H. Wang et al., 2009). Комбинации молекул HLA класса I существенно влияют 
на тяжесть течения различных инфекционных заболеваний, включая малярию 
(Lima-Junior & Pratt-Riccio, 2016), туберкулез (Mazzaccaro et al., 1996), СПИД 
(Goulder & Watkins, 2008) и вирусный гепатит (J. H. Wang et al., 2009).

Существует ряд публикаций, в которых описаны взаимосвязи между геноти-
пом HLA и чувствительностью к SARS-CoV. В частности, известно, что аллели 
HLA-B*07:03 (Ng et al., 2004), HLA-B*46:01 (M. Lin et al., 2003) и HLA-C*08:01 
(Y.-M. A. Chen et al., 2006) являются факторами предрасположенности к тяже-
лой форме заболевания; аллель HLA-C*15:02 ассоциирован с легкой формой 
(S.-F. Wang et al., 2011). В исследовании, проведенном китайскими учеными, 
было выявлено наличие редкого аллеля HLA-C*07:29 и HLA-B*15:27 у китай-
ских пациентов с COVID-19 (W. Wang et al., 2020).

Известна взаимосвязь количества пептидов с высокой константой взаимо-
действия с индивидуальным генотипом HLA: чем больше вирусных пепти-
дов с высокой аффинностью связывается с HLA I класса, тем легче проте-
кает заболевание. Также было показано, что частота встречаемости аллелей 
HLA-A*01:01 и HLA-A*02:01 связана с числом случаев COVID-19 и смертей 
от нее в различных регионах Италии (Pisanti et al., 2020). 

Специфичный CD8+ Т-клеточный ответ на эпитоп NP105–113 с участием 
HLA-B*07:02 является наиболее распространенным у лиц, инфицированных 
SARS-CoV-2, и коррелирует с легким течением болезни (Y. Peng et al., 2022). 
Для молекулы HLA-A*02:01, которая является наиболее изученной для CD8+ 

ответа на SARS-CoV-2, в 81% случаев у HLA-A2+ пациентов обнаруживался 
эпитоп S269‒277 (Nielsen et al., 2021).Также было показано, что среди эпитопов, 
связывающихся с HLA-A*02:01, S1YLQ более иммуногенный в сравнении с 
S8RLQ (Shomuradova et al., 2020; D. Wu et al., 2022).

Влияние различных сочетаний аллелей HLA I класса на течение заболева-
ния, вызванного SARS-CoV-2, продемонстрировано в значительном количестве 
исследований. При этом очевидно, что сочетание отдельных аллелей, прогно-
стически значимых для оценки риска развития тяжелого течения COVID-19, 
для разных популяций может отличаться. Практически отсутствуют исследо-
вания по влиянию комбинации аллелей HLA I класса для российской популя-
ции, которые бы обеспечивали получение достоверных прогнозных оценок по 
течению данного заболевания.

Подобное исследование было проведено для испанской популяции. Был раз-
работан способ оценки риска развития тяжелой формы COVID-19 (Iturrieta-Zuazo 
et al., 2020), включающий забор биологического материала, выделение геномной 
ДНК с последующим генотипированием аллелей генов HLA-A, HLA-B, HLA-C, 
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обработку результатов генотипирования и прогнозирование риска развития тяже-
лой формы COVID-19 с высокой вероятностью летального исхода. Данный способ 
основан на исследовании биологического материала 5 пациентов с легкой формой, 
20 пациентов средней тяжести и 20 пациентов с тяжелой формой COVID-19. Вы-
деление геномной ДНК с последующим генотипированием аллелей генов HLA-A, 
HLA-B, HLA-C было проведено с помощью наборов реагентов RSSOW1A, 
RSSOW1B и RSSOW1C (One lambda inc) и мультиплексного анализатора FlexMap 
3D. Критерии для оценки риска развития тяжелой формы COVID-19 были получе-
ны на основе анализа аффинности взаимодействия пептидов вируса SARS-CoV-2 
c молекулами HLA-I пациента, относящегося к одной из трех групп по тяжести 
течения заболевания; в случае, если аффинность взаимодействия пептида с одной 
из молекул HLA-I была менее 50 нмоль, то Индекс высокоаффинных пептидов 
увеличивали на 1; пороговые значения для прогноза риска развития тяжелой фор-
мы COVID-19 для всех пациентов определяли после определения Индекса высо-
коаффинных пептидов.

Однако к числу недостатков данного способа можно отнести то, что пороговые 
значения для прогноза риска развития тяжелой формы COVID-19 определялись на 
основе выборки без учета данных об умерших пациентах. При этом малый объем 
выборки, использование только качественных, а не количественных характеристик 
взаимодействия вирусный пептид – молекула HLA-I, отсутствие этапа проверки 
чувствительности и специфичности критериев прогноза риска развития тяжелой 
форма COVID-19 на контрольной выборке, ставят под сомнение точность и до-
стоверность получаемых прогнозных оценок развития тяжелой формы COVID-19.

РОЛЬ МИКРОРНК
В ПРОТИВОВИРУСНОМ ИММУНИТЕТЕ

МикроРНК являются консервативными эндогенными короткими некодирую-
щими РНК, которые в комплексе с белками-аргонавтами образуют микроРНК-
индуцируемый сайленсинг-комплекс (miRISC, от англ. microRNA-induced 
silencing complex), осуществляющий посттранскрипционную регуляцию экс-
прессии генов. Механизм регуляции экспрессии с помощью микроРНК обнару-
жен у различных эукариот, включая растения, животных и человека (Jungers & 
Djuranovic, 2022). При этом микроРНК могут не только участвовать в регуляции 
экспрессии собственных генов клетки, но и играть роль в противовирусном им-
мунитете (Lopez-Gomollon & Baulcombe, 2022).

У растений в противовирусном иммунитете участвует, как минимум, два 
типа коротких РНК: микроРНК и малые интерферирующие РНК (чтобы не соз-
давать путаницу, будет использоваться сокращение сиРНК, от англ. siRNA, small 
interfering RNA). МикроРНК закодированы в геноме клетки и транскрибируют-
ся РНК-полимеразой II в виде молекулы-предшественника, при-микроРНК (от 
англ. pri-miRNA или long primary miRNA transcript, то есть длинный первич-
ный микроРНК-транскрипт). При-микроРНК сворачивается в структуру в виде 
шпильки с неполной комплементарностью, из которой в результате нескольких 
этапов созревания вырезается зрелая микроРНК, регулирующая экспрессию ге-
нов в составе уже упоминавшегося комплекса miRISC (рис. 2). При этом ми-
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кроРНК комплементарно связывается с матричной РНК (мРНК) регулируемо-
го гена преимущественно за счет так называемого сид-региона, включающего
нуклеотиды со 2-й по 7-ю позицию с 5’-конца микроРНК (Komatsu et al., 2023). 
В то же время, сиРНК вырезается из идеально комплементарной двухцепочечной 
молекулы РНК, эндогенной или экзогенной для растения, и с мРНК-мишенью 
также взаимодействует по принципу полной комплементарности. Противовирус-
ные сиРНК могут вырезаться из двухцепочечной РНК вируса при инфекции, что 
впервые было обнаружено именно у растений, а позже было выявлено и у беспо-
звоночных животных и млекопитающих (Jin et al., 2022).

 

Рис. 2.  Биогенез и функциональная активность микроРНК
(адаптировано из Makarova et al., 2021)

Различить некоторые эндогенные сиРНК и микроРНК у растений бывает 
трудно, поскольку локусы микроРНК могут эволюционно формироваться из 
локусов сиРНК с наличием промежуточных типов коротких РНК, которые 
сложно классифицировать (J. Cui et al., 2017).
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Поскольку сиРНК, вырезаемые из двухцепочечных РНК вируса, меняются 
одновременно с мутированием вируса, то это не позволяет вирусу уходить от 
сиРНК-ассоциированного противовирусного иммунитета. В то же время, ми-
кроРНК, которые потенциально могут связываться с вирусной РНК, закодиро-
ваны в геноме клетки и сохраняют каноническую последовательность, поэтому 
мутации генома вируса могут позволить избежать микроРНК-ассоциирован-
ного противовирусного иммунитета. В этой связи изучение роли микроРНК 
в противовирусном иммунитете представляет особый интерес. Регуляция экс-
прессии вирусных РНК с помощью эндогенных микроРНК изучена у растений 
значительно хуже, чем у животных (Satish et al., 2019).

Было показано, что вирусные инфекции могут приводить к повышению или 
понижению экспрессии ряда микроРНК у растений. Так, заражение вирусом 
штриховатости риса (RSV, от англ. rice stripe virus) приводило к увеличению 
уровня микроРНК miR444, а гиперэкспрессия miR444 повышала резистент-
ность риса Oryza sativa к инфекции RSV, однако механизм такого эффекта 
связан скорее не с прямым взаимодействием микроРНК и РНК вируса, а с ре-
гуляцией специфичных генов противовирусного ответа (H. Wang et al., 2016). 
Аналогичным образом заражение риса RSV приводило к уменьшению уровня 
свободной miR528 и повышению активности L-аскорбатоксидазы и антиви-
русного ответа (J. Wu et al., 2017). Растения с повышенной экспрессией osa-
miR171b были более устойчивы к инфекции RSV и имели менее выраженные 
симптомы инфекции, однако это также было связано с изменением экспрессии 
ряда эндогенных белков (Tong et al., 2017).

О возможности прямого взаимодействия микроРНК и вирусных РНК у рас-
тений известно гораздо меньше, чем об опосредованном влиянии через регуля-
цию собственных генов клетки. Модифицированный вирус скрытой мозаики 
сливы, несущий таргетные последовательности для микроРНК miR171, miR167 
и miR159, экспрессированных у Arabidopsis, имел сниженную инфективность, а 
при внесении мутаций в данные таргетные последовательности инфективность 
снова повышалась (Simón-Mateo & García, 2006). Были получены растения 
риса, высокорезистентные к RSV за счет экспрессии искусственной микроРНК 
на основе osa-miR528, мишенью которой является ген MP RSV (L. Zhou et al., 
2022). Ряд искусственных микроРНК на основе последовательности раститель-
ных микроРНК приводил к повышению резистентности к различным вирусам, в 
частности, данные эффекты были отмечены для микроРНК Arabidopsis thaliana 
ath-miR156, ath-miR157, ath-miR159a, ath-miR164, ath-miR167b, ath-miR169a, 
ath-miR171a, ath-miR319a, ath-miR390a, также для микроРНК hvu-miR-171 яч-
меня обыкновенного, miR169a хлопка, микроРНК риса osa-miR395, osa-miR528, 
микроРНК томата sly-miR159a, sly-miR168a, sly-miR319a, микроРНК кукурузы 
zma-miR159a (Satish et al., 2021).

Для ряда микроРНК животных была отмечена роль в обеспечении противо-
вирусного иммунитета. Так, уровень микроРНК ocu-miR-155-5p повышался в 
печени кроликов при инфицировании вирусом геморрагической болезни кроли-
ков (RHDV, от англ. rabbit hemorrhagic disease virus). При этом повышение, ве-
роятно, вызывал процесс воспаления, а сама микроРНК регулирует экспрессию 
генов, связанных с острой печеночной недостаточностью и воспалительным от-
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ветом (Hukowska-Szematowicz et al., 2020). Уровень микроРНК miR-155-5p по-
вышался при инфекции вирусом птичьего гриппа и коррелировал с тяжестью 
симптомов, что может объясняться регуляцией экспрессии генов ответа на ин-
фекцию (Woods et al., 2020). При инфекции вирусом птичьего гриппа в клетках 
значительно повышается уровень микроРНК miR-146a, что приводит к подавле-
нию продукции интерферонов и развитию воспаления, а снижение уровня дан-
ной микроРНК улучшает противовирусный ответ (F. Zhang et al., 2019). Уровень 
микроРНК miR-145 снижался у свиней при инфекции вирусом гриппа, что при-
водило к повышению экспрессии гемагглютинина и усилению инфекции (T. He 
et al., 2009). Уровень микроРНК miR-21-5p повышался в ткани легкого свиней 
при инфекции вирусом гриппа, что может объясняться ролью данной микроРНК 
в регуляции процессов созревания лимфоцитов и вовлечения в иммунный ответ 
моноцитов, макрофагов, Т-клеток и NK-клеток (Skovgaard et al., 2013).

Указанные примеры провирусных и противовирусных микроРНК у животных 
описывают регуляцию экспрессии генов клетки-хозяина в рамках развития ви-
русных инфекций. В то же время, существуют примеры прямого взаимодействия 
микроРНК клетки-хозяина с РНК вируса в рамках противовирусного ответа.
МикроРНК miR-130 связывается с 5’-нетранслируемой областью генома вируса 
репродуктивного и респираторного синдрома свиней и ингибирует его репли-
кацию (L. Li et al., 2015). МикроРНК miR-181 может ингибировать репликацию 
этого же вируса свиней как напрямую связываясь с его геномом, так и регули-
руя внутриклеточный ответ на инфекцию (Guo et al., 2013). МикроРНК miR-24 и 
miR-93 связывались с геномом вируса везикулярного стоматита и препятствовали 
репликации вируса у мышей (Otsuka et al., 2007). Было показано, что возбуди-
тель вирусной диареи коров (BVDV) содержит в своей РНК сайты связывания с 
микроРНК miR-17, при этом в данном случае связывание микроРНК с вирусной 
РНК повышает стабильность последней, а не репрессирует её, как это происхо-
дит при классическом взаимодействии (Scheel et al., 2016a).

У человека микроРНК также могут оказывать противовирусный или прови-
русный эффект как за счет регуляции собственных генов клетки-хозяина, так и 
за счет связывания с вирусным геномом. МикроРНК hsa-miR-199a-3p регулиру-
ет множество сигнальных путей в клетке, оказывая противовирусный эффект, 
например, при инфекции цитомегаловирусом (Santhakumar et al., 2010). Семей-
ства микроРНК miR-34, miR-15 и miR-517 регулируют сигнальный путь Wnt 
и интерфероновый ответ, противодействуя флавивирусной инфекции (Smith et 
al., 2017). МикроРНК hsa-miR-494-3p стимулирует репликацию энтеровируса 
71 за счет подавления экспрессии гена PTEN (Q. Zhao et al., 2018). МикроРНК 
hsa-miR-296-5p может связываться с вирусным геномом энтеровируса 71, по-
давляя его репликацию (Z. Zheng et al., 2013). МикроРНК hsa-miR-142-3p свя-
зывается с 3’-нетранслируемой областью РНК генома вируса восточного эн-
цефалита лошадей и также подавляет его репликацию (Trobaugh et al., 2014a). 
МикроРНК miR-323, miR-491 и miR-654 ингибируют вирус гриппа А H1N1 
через связывание с вирусным геном PB1 (Song et al., 2010). МикроРНК hsa-mir-
127-3p, hsa-mir-486-5p и hsa-mir-593-5p также ингибируют репликацию вируса 
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гриппа за счет связывания с его геномом (S. Peng et al., 2018). Прямое инги-
бирование репликации вируса гепатита B было продемонстрировано для ми-
кроРНК let-7, miR-15a, miR-16-1, miR-20a, miR-92a-1, miR-122, miR-125a-5p, 
miR-196b, miR-199a-3p, miR-205, miR-210, miR-345, miR-433 и miR-511 за счет 
связывания с различными генами вируса (Bandopadhyay & Bharadwaj, 2020). 
Было показано, что различные изоформы микроРНК hsa-miR-122-5p по-разно-
му взаимодействуют с РНК вируса гепатита С, и ряд изоформ может приводить 
к стабилизации РНК вируса и усилению инфекции (Yamane et al., 2017).

Роль микроРНК в противовирусном ответе была показана и при коронави-
русных инфекциях. При инфицировании кишечных клеток свиньи вирусом 
трансмиссивного гастроэнтерита свиней происходит изменение экспрессии 65 
микроРНК, которые могут быть опосредованно связаны с процессами проти-
вовирусного ответа клетки (X. Ma et al., 2018). В дендритных клетках птиц 
при заражении коронавирусом инфекционного бронхита птиц происходило 
изменение экспрессии 19 микроРНК, которые регулируют экспрессию генов 
цитоскелета и сигнального пути MAPK (J. Lin et al., 2019). У куриных эмбри-
онов, зараженных вирусом инфекционного бронхита птиц, повышалась экс-
прессия 13 микроРНК в селезенке и 6 микроРНК в легких, причем для всех 
микроРНК была предсказана возможность регуляции транскрипции вируса, 
продукции цитокинов и функционирования лимфоцитов (V. Kemp et al., 2020). 
При инфицировании мышей коронавирусом SARS-CoV в ткани легких про-
исходило изменение экспрессии 30 микроРНК, которые потенциально могут 
быть связаны с патогенезом вирусной инфекции (X. Peng et al., 2011a). Белок 
нуклеокапсида человеческого коронавируса OC43 может связываться с miR-9, 
способствуя активации NF-κB (Lai et al., 2014a). Биоинформатический подход 
позволил сделать предположение, что уровень микроРНК miR-335-5p и miR-
26b-5p может меняться под воздействием S-белка SARS-CoV-2 через воздей-
ствие на сигнальный путь ACE/ACE2-ATR1-холестерин-гистоновая деацети-
лаза (HDAC) (Teodori et al., 2020). Семейства микроРНК hsa-let-7e/hsa-mir-125a 
и hsa-mir-141/hsa-miR-200 могут участвовать в регуляции экспрессии генов 
ACE2 и TMPRSS2, потенциально регулируя чувствительность клеток к виру-
су SARS-CoV-2 (Nersisyan, Shkurnikov, et al., 2020a). МикроРНК hsa-miR-214, 
hsa-miR-98 и hsa-miR-32 потенциально могут подавлять экспрессию гена 
TMPRSS2, при этом для hsa-miR-32 этот эффект был подтвержден экспери-
ментально в человеческих клетках (Kaur et al., 2021). Была показана роль ми-
кроРНК miR-146a-5p, miR-21-5p, miR-142-3p и miR-15b-5p как потенциальных 
участников патогенеза тяжелой формы COVID-19, что может быть связано с 
регуляцией иммунитета (Tang et al., 2020). В крови пациентов с COVID-19 про-
исходило изменение уровня 73 микроРНК, которые также могут быть связаны 
с регуляцией иммунного ответа (C. Li et al., 2020). Однако все перечисленные 
примеры роли микроРНК в противовирусном иммунитете связаны с регуляци-
ей собственных генов клеток-хозяев в ответ на вирусную инфекцию или для 
борьбы с ней. В то же время, существуют примеры прямого взаимодействия 
микроРНК с геномом коронавирусов.
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Биоинформатический анализ указывает, что 288 микроРНК человека потен-
циально могут связываться с геномом вируса SARS-CoV-2 (Pierce et al., 2020). В 
другом исследовании среди 160 микроРНК, сид-регионы которых идеально соот-
ветствуют вирусной РНК SARS-CoV-2, для 15 микроРНК наблюдалось более 3 
сайтов связывания, а для 12 микроРНК свободная энергия связывания составляла ‒ 
29 ккал/моль, что указывает на сильную связь. Наибольшее число сайтов связы-
вания наблюдалось для семейства miR-29 (Jafarinejad-Farsangi et al., 2020). Анализ 
профилей связывания человеческих микроРНК с 67 различными геномами SARS-
CoV-2 из 24 разных стран с нормализацией на число смертей в этих странах выя-
вил несколько кластеров микроРНК, связанных с повышенной частотой смертей. 
Всего в этой работе биоинформатически была предсказана возможность связыва-
ния 122 и 106 микроРНК человека с генами референсных штаммов вирусов SARS-
CoV и SARS-CoV-2 соответственно, из которых 27 микроРНК потенциально могут 
связываться с обоими вирусами (Khan et al., 2020a). В другом исследовании было 
выявлено 34 микроРНК, которые могут связываться с плюс-цепью SARS-CoV-2, и 
45 микроРНК для минус-цепи (Guterres et al., 2020). После биоинформатического 
предсказания и экспериментальной валидации выяснилось, что микроРНК miR-
219a-2-3p, miR-30c-5p, miR-378d, miR-29a-3p и miR-15b-5p могут связываться с 
РНК SARS-CoV-2 и регулировать экспрессию генов вируса (Siniscalchi et al., 2021). 
Была создана база данных miRCOVID-19, описывающая потенциальные взаимо-
действия человеческих микроРНК с генами SARS-CoV-2 (Alam & Lipovich, 2021).

Мутации в новых штаммах коронавируса SARS-CoV-2 потенциально могут 
приводить к исчезновению сайтов связывания микроРНК человека, позволяя из-
бежать иммунного ответа. При анализе 24 различных штаммов SARS-CoV-2 было 
выявлено, что большинство противовирусных микроРНК могут связываться со 
всеми из изученных в исследовании штаммов, однако для 24 микроРНК были 
выявлены различные паттерны связывания в зависимости от мутаций в штаммах 
(Khan et al., 2020a). Мутации в ряде штаммов приводили к потере 3 из 10 сайтов 
связывания микроРНК в геноме SARS-CoV-2, в частности, для микроРНК miR-
197-5p (Hosseini Rad SM & McLellan, 2020). Напротив, одна из мутаций SARS-
CoV-2 может улучшать связывание с микроРНК hsa-miR-3620-3p, что может 
объяснять снижение трансмиссивности вируса (Haddad & Walid Al-Zyoud, 2020). 
Также ряд мутаций в геноме SARS-CoV-2 приводил к появлению сайтов связы-
вания микроРНК hsa-miR-143-5p и hsa-miR-570-5p с повышенной аффинностью, 
причем в данном случае микроРНК могли не регулировать репликацию вируса, но 
при этом связывание этих микроРНК с РНК SARS-CoV-2 приводило к изменению 
экспрессии генов клетки-хозяина и развитию более тяжелого воспалительного от-
вета (S. Zhang et al., 2022). Такое явление, как отвлечение собственных микроРНК 
клетки от генов-мишеней за счет связывания с РНК вируса, в ряде статей было на-
звано «эффектом губки», что может служить одним из механизмов избегания им-
мунного ответа вирусом SARC-CoV-2 (Bartoszewski et al., 2020; C. Li et al., 2022).

Таким образом, потенциальные противовирусные свойства микроРНК были 
показаны для различных эукариотических организмов, от растений до животных 
и человека. При вирусном заражении микроРНК могут регулировать экспрес-
сию собственных генов клетки, увеличивая или уменьшая восприимчивость к 
инфекции. В то же время, отдельного внимания заслуживает непосредственное 
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связывание микроРНК человека с вирусной РНК. Для коронавируса SARS-CoV-2 
была предсказана и экспериментально подтверждена возможность регуляции 
экспрессии генов вируса за счет связывания с микроРНК клетки-хозяина. При 
этом мутации, возникающие в различных штаммах вируса, могут приводить как 
к исчезновению сайтов связывания микроРНК, так и к появлению новых сай-
тов связывания. Благодаря этому вирус может избегать регуляции с помощью 
микроРНК или, наоборот, связывать микроРНК клетки-хозяина, отвлекая их от 
регуляции внутриклеточных процессов.

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ
ОСОБЕННОСТИ SARS-COV-2 

SARS-CoV-2 является вирусом, геном которого закодирован положитель-
ной цепью РНК и содержит 14 открытых рамок считывания (ORF, от англ. 
open reading frame). Две трети последовательности генома с 5’-конца занимают 
открытые рамки считывания ORF1a и ORF1b, которые транслируются рибо-
сомами клетки-хозяина в два полипротеина, pp1a и pp1ab (Arya et al., 2021). 
После этого полипротеины подвергаются процессингу с участием двух вирус-
ных протеаз, папаиноподобной протеазы (PLpro, от англ. Papain-like protease) и 
главной протеазы (Mpro, от англ. Main protease), с образованием шестнадцати 
неструктурных белков (Nsp, от англ. Nonstructural protein), Nsp1–Nsp16 (W. Yan 
et al., 2022). Совместно данные белки образуют так называемый репликацион-
но-трансляционный комплекс (Mohan & Wollert, 2021).

Среди неструктурных белков наибольшее внимание с точки зрения изуче-
ния функции и разработки лекарств привлекают Nsp3, Nsp5 и Nsp12, которые 
кодируют соответственно PLpro, Mpro и РНК-зависимую РНК-полимеразу, ко-
торая с кофакторами Nsp7/8 обеспечивает репликацию и транскрипцию (Naidu 
et al., 2021; Shin et al., 2020; L. Yan et al., 2021). Отмечено, что вариабельность 
последовательности Nsp3 является самой высокой среди неструктурных бел-
ков, и у вариантов SARS-CoV-2, вызывающих настороженность, практически 
отсутствуют одинаковые мутации Nsp3 (C. Sun et al., 2022). Также Nsp3 может 
ингибировать продукцию интерферонов и нарушать противовирусный иммун-
ный ответ (Low et al., 2022). Nsp5 имеет более консервативную последователь-
ность, причем последовательность Nsp5 совпадает на 96% между SARS-CoV 
и SARS-CoV-2, и оба белка ингибируют выработку интерферонов (Y. Wu et al., 
2020). Для Nsp12, помимо основной функции, также отмечена возможность 
ослабления интерферонового ответа (Yuen et al., 2020).

Nsp1 является высококонсервативным белком, участвующим в уклонении от 
иммунной системы и ингибировании трансляции. Nsp1 взаимодействует с ма-
лой субъединицей рибосомы, выступая ингибитором трансляции (Schubert et al., 
2020), а также взаимодействует с комплексом NXF1-NXT1, участвующем в экс-
порте мРНК из ядра (K. Zhang et al., 2021). Также Nsp1 способствует разрезанию 
мРНК клетки-хозяина через привлечение экзонуклеаз, таких как Xrn1 (Gaglia et 
al., 2012). Nsp1 влияет на сигнальный путь интерферона альфа через ослабление 
фосфорилирования STAT1 и STAT2, что препятствует их транслокации в ядро 
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(Lei et al., 2020). Влияние на трансляцию также снижает уровень интерферона 
бета, интерферона лямбда1 и других элементов иммунного ответа (A. K. Banerjee 
et al., 2020a). Nsp2 тоже участвует в регуляции интерферонового ответа, а также 
вносит вклад в развитие воспалительного ответа (Lacasse et al., 2023).

Nsp6 является трансмембранным белком, который взаимодействует с Nsp3 
и Nsp4 и способствует образованию двухмембранных везикул в инфицирован-
ных клетках, являющихся основой репликационно-транскрипционных ком-
плексов или репликационных органелл, а также блокирует формирование ве-
зикул аутофагосом/аутолизосом (Gordon et al., 2020b). С другой стороны, Nsp6 
стимулирует аутофагию через путь омегасом для сборки репликазных белков 
и деградации иммуномодулирующих белков (Cottam et al., 2011). Также Nsp6 
способен подавлять интерфероновый ответ (Xia et al., 2020).

Nsp7 и Nsp8, как уже было сказано, являются кофакторами РНК-зависимой 
РНК-полимеразы и формируют димерные, линейные гетеротетрамерные или ку-
бические гетеротетрамерные конформации (Courouble et al., 2021). При этом Nsp7 
также подавляет путь интерферона альфа (Lei et al., 2020), а Nsp8 разрушает ком-
плексы MDA5–MAVS, ингибируя противовирусный ответ (Z. Yang et al., 2020).

Nsp9 образует димеры, формирующие РНК-связывающий сайт и уча-
ствующие в вирусной репликации (El-Kamand et al., 2022). Nsp9 также 
связывается с Nsp12 в репликационно-транскрипционном комплексе, при-
влекая к взаимодействию Nsp10 и Nsp14 (Littler et al., 2020). Также Nsp9 
подавляет транспорт мембранных белков и снижает интерфероновый ответ 
(A. K. Banerjee et al., 2020a). Nsp10 является высококонсервативным белком 
и уникален для коронавирусов, при этом аналоги этого белка у прокариот и 
эукариот неизвестны (Rogstam et al., 2020). Nsp10 взаимодействует с экзо-
рибонуклеазой Nsp14 (Krafcikova et al., 2020) и метилтрансферазой Nsp16 
(Vithani et al., 2021). Nsp13 является РНК-трифосфатазой или хеликазой и 
совместно с Nsp10, Nsp14 и Nsp16 участвует в эффективном образовании 
кэпа мРНК SARS-CoV-2 (Newman et al., 2021). Nsp14 обладает экзонукле-
азной и метилтрансферазной активностью (Yuen et al., 2020). Одной из 
функций Nsp14 является проверка и удаление ошибок, вносимых РНК-за-
висимой РНК-полимеразой, и экзонуклеазная активность усиливается при 
взаимодействии с Nsp10 (Y. Ma et al., 2015). Nsp13 также участвует в про-
цессе метилирования и образовании кэпа совместно с Nsp12, Nsp14 и Nsp16 
(Low et al., 2022). Nsp15 является важным ферментов, участвующим в про-
цессинге РНК при вирусной репликации (Yoshimoto, 2021).

Оставшаяся часть генома SARS-CoV-2 экспрессируется с участием РНК-зави-
симой РНК-полимеразы вируса, которая также участвует в репликации вирусного 
генома. Образующиеся субгеномные РНК используют системы транскрипции и 
трансляции клетки-хозяина для производства четырех структурных белков: S-бе-
лок (от англ. Spike – шип), M-белок (от англ. Membrane – мембрана), E-белок (от 
англ. Envelope – оболочка) и N-белок (от англ. Nucleocapsid – нуклеокапсид), а 
также несколько вспомогательных белков, ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b, 
ORF8, ORF9b, ORF9c и ORF10 (Redondo et al., 2021). Эти вспомогательные бел-
ки считаются антагонистами интерферонов и играют важную роль в патогенезе 
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COVID-19 (Hassan et al., 2022). Также вспомогательные белки опосредованно по-
давляют иммунный ответ через влияние на созревание РНК, трансляцию мРНК, 
транспорт белков и внутриядерный транспорт (Zandi et al., 2022).

N-белок SARS-CoV-2 участвует в упаковке геномной РНК вируса в спиральную 
структуру и взаимодействует с M-белком для сборки и созревания вирионов (Bai 
et al., 2021). При этом M-белок – это самый представленный структурный белок 
SARS-CoV-2, играющий центральную роль в сборке вириона и взаимодействую-
щий со всеми остальными структурными белками (P. Kumar et al., 2023). E-бе-
лок – самый маленький структурный белок, который участвует в сборке вирионов, 
отщеплении вирусных частиц от клеточной мембраны, а также может собираться 
в пентамеры и образовывать каналы в клеточной мембране (S. Zhou et al., 2023).

S-белок заключен в мембрану вируса в форме гликопротеина и формирует 
гомотримеры, непосредственно участвующие в узнавании рецептора ACE2 на 
поверхности клетки и проникновении в клетку. На один тример приходится 
66 N-связанных гликанов (Watanabe et al., 2020). При синтезе S-белка SARS-
CoV-2 в клетке-хозяине происходит разрезание белка между субъединицами 
S1 и S2 внутриклеточными протеазами, такими как фурин (Hoffmann, Kleine-
Weber, & Pöhlmann, 2020). Таким образом, S-белок зрелого вириона SARS-
CoV-2 состоит из нековалентно связанных субъединиц S1 и S2. При этом S1 
несет рецептор-связывающий домен (RBD), узнающий ACE2, а S2 заякорива-
ет комплекс в мембране вируса и содержит так называемый пептид слияния 
или фьюжн-пептид, необходимый для слияния мембраны вируса с мембраной 
клетки-хозяина при заражении (Shang et al., 2020).

До слияния с клеткой-хозяином S1 субъединица уложена таким образом, что 
формирует 4 домена: N-концевой домен (NTD, от англ. N-terminal domain), рецеп-
тор-связывающий домен (RBD, от англ. Receptor-binding domain) и два C-конце-
вых домена (CTD1 и CTD2, от англ. C-terminal domain). При этом домены S1 субъ-
единицы окружают S2 субъединицу в свернутой конформации, характерной для 
вириона до слияния с клеткой-хозяином. Три RBD в составе гомотримера фор-
мируют верхушку шипа SARS-CoV-2, для которой характерны две конформации, 
открытая и закрытая (в английской литературе «up» и «down») (Cai et al., 2020).

NTD состоит из четырех бета-складчатых слоев, соединенных гибкими пет-
лями. Остается слабоизученным, играет ли NTD какую-то функциональную 
роль, однако ряд сильных нейтрализующих антител направлен именно против 
NTD, что позволяет предположить его роль в осуществлении функции шипа 
или поддержании его необходимой структуры (L. Liu et al., 2020).

RBD имеет два субдомена: ядерную структуру из пяти антипараллельных 
бета-слоев, прикрытых короткими соединяющими альфа-спиралями, и высту-
пающую петлю, называемую рецептор-связывающим мотивом и связывающу-
юся с ACE2 (Lan et al., 2020). В закрытой конформации S-тримера до слияния 
каждый RBD находится в согнутой конформации, прилегая к CTD1 того же 
протомера и NTD соседнего протомера, а рецептор-связывающий мотив недо-
ступен для взаимодействия с ACE2. При переходе в открытую конформацию, 
как минимум, один RBD оказывается в приподнятом состоянии, обнажая ре-
цептор-связывающий мотив для взаимодействия с ACE2 (Wells et al., 2021).
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CTD1 и 2 состоят преимущественно из бета-слоев. RBD выглядит как встав-
ка между двумя антипараллельными бета-слоями CTD1, а CTD1 выглядит как 
вставка между двумя антипараллельными бета-слоями CTD2. При переходе 
RBD в открытую конформацию и обратно происходит вращательное движение 
CTD1. CTD1 также соединяет RBD с проксимальным участком фьюжн-пепти-
да (Cai et al., 2020). В CTD2 находится участок разрезания фурином на границе 
S1 и S2 (J. Zhang et al., 2021).

S2 субъединица может находиться в конформации до слияния и после слия-
ния. Клеточные протеазы могу разрезать S2 субъединицу, стимулируя переход 
между двумя конформациями, в результате чего фьюжн-пептид способствует 
слиянию мембраны вируса и клетки-хозяина (Fan et al., 2020). Разрезание воз-
можно на поверхности клетки с участием трансмембранной сериновой протеа-
зы TMPRSS2 и других протеаз, таких как TMPRSS4, TMPRSS11A, TMPRSS11E, 
матриптаза, трипсиноподобная протеаза дыхательных путей человека (HAT), 
эластаза (Laporte & Naesens, 2017), а также в поздних эндолизосомах катепси-
нами, особенно катепсином L (Hoffmann, Kleine-Weber, Schroeder, et al., 2020a).

Со времени обнаружения вируса SARS-CoV-2 наблюдается постоянное изме-
нение его генома за счет возникающих мутаций, что может приводить к измене-
нию последовательности белков и уклонению от иммунитета, а также изменению 
трансмиссивности, вирулентности и других свойств вируса (Ghosh et al., 2022). 
Поскольку SARS-CoV-2 является РНК-содержащим вирусом, он использует для 
копирования собственного генома РНК-зависимую РНК-полимеразу, для кото-
рой характерна относительно высокая частота ошибок, что и приводит к высокой 
скорости возникновения мутаций (Pachetti et al., 2020). Вирусная 3’-экзонуклеаза 
nsp14 должна предотвращать накопление мутантных РНК вируса, однако она не 
может полностью исключить процесс образования новых штаммов (Hsu et al., 
2021). Начальная эволюция SARS-CoV-2 происходила в природных резервуарах, 
вероятнее всего, в летучих мышах, где могла происходить рекомбинация с други-
ми вирусами и накопление адаптивных мутаций, которые в дальнейшем позволи-
ли вирусу успешно распространиться в человеческих популяциях (MacLean et al., 
2021). При попадании в человеческий организм вирус стал адаптироваться к но-
вым условиям, в частности, стала происходить селекция штаммов, которые более 
эффективно взаимодействуют с протеазами человеческой клетки, что наблюда-
лось для трансмембранной сериновой протеазы TMPRSS2 и фурина (A. Banerjee 
et al., 2021). Также было показано, что у пациентов с иммуносупрессией, которым 
вводили плазму людей, выздоровевших от COVID-19, происходила селекция и 
ускоренная эволюция штаммов SARS-CoV-2 с пониженной чувствительностью к 
нейтрализующим антителам (S. A. Kemp et al., 2021).

В то время как репликационные ошибки приводят к небольшим измене-
ниям генома, рекомбинация может приводить к более выраженным мутациям 
SARS-CoV-2. Прерывистый процесс транскрипции может вести к тому, что 
РНК-зависимая РНК-полимераза SARS-CoV-2 может сменить реплицируе-
мую цепь РНК в процессе транскрипции и продолжить синтезировать химер-
ную последовательность РНК. В случае заражения клетки более чем одним 
видом или вариантом коронавируса могут образовываться химерные РНК из 
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двух и более вирусов, что вызывает резкие изменения генома в отличие от 
точечных мутаций (D. Wang et al., 2021).

Также изменения генома SARS-CoV-2 могут происходить за счет механиз-
ма гомологичной рекомбинации, когда молекулы РНК с участками с высокой 
степенью схожести обмениваются частью последовательности. Гомологичная 
рекомбинация типична для бета-коронавирусов человека (Pollett et al., 2021), 
а для SARS-CoV-2 могла происходить еще в организме летучих мышей или 
других животных (Boni et al., 2020).

Появление точечных мутаций и/или вставок/делеций может приводить к из-
менению свойств вируса. Так, усиление трансмиссивности вируса связывают с 
мутациями в белке нуклеокапсида R203M (Syed et al., 2021) и R203K/G204R (H. 
Wu et al., 2021) и в S-белке N501Y (Y. Liu et al., 2022), D614G (Korber et al., 2020; 
Ozono et al., 2021) и P681R (Saito et al., 2022). Также за счет мутаций вирус может 
избегать иммунного ответа, например, мутации E484K, K417T и делеция H69/
V70 в S-белке закрепились в ряде штаммов за счет снижения эффективности 
иммунного ответа организма человека на эти новые генетические варианты (R. 
E. Chen et al., 2021; Cho et al., 2021; Gaebler et al., 2021; P. Wang et al., 2021).

ФАКТОРЫ ПРОГНОЗА ТЯЖЕСТИ ТЕЧЕНИЯ COVID-19

Во всём мире вызывает озабоченность проблема снижения тяжести течения и 
летальности COVID-19. Течение и исход COVID-19 зависят от различных фак-
торов, включая возраст, пол, генетические особенности и сопутствующие забо-
левания (Sonnweber et al., 2023). Понимание влияния каждого фактора риска на 
прогрессирование заболевания и смертность позволяет определить дальнейший 
выбор тактики лечения, сделать прогноз течения, а также улучшить понимание 
патогенеза заболевания (Kowsar et al., 2023; Russell et al., 2023; J. T. Wu et al., 2020). 

Выделяют четыре степени тяжести заболевания, вызванного SARS-CoV-2: 
лёгкое течение, среднетяжёлое, тяжёлое и крайне тяжёлое (Временные Мето-
дические Рекомендации “Профилактика, Диагностика и Лечение Новой Ко-
ронавирусной Инфекции (COVID-19),” 2022). Важно отметить, что COVID-19 
имеет три фазы, которые классифицируются как острое вирусное заболевание, 
иммуноопосредованное воспалительное поражение легких и пост-острые по-
следствия COVID-19 (Post-acute sequelae of COVID-19 – PASC).

1) Раннее вирусное заболевание: репликация вируса максимальна в верхних 
дыхательных путях; нарушения оксигенации легких нет. Симптомы: лихорад-
ка, недомоганием, миалгия, кишечные симптомы и симптомы со стороны верх-
них дыхательных путей.

2) Воспалительное поражение легких: происходит иммуноопосредованное 
повреждение легких (вызванное моноцитами/макрофагами). Симптомы: одыш-
ка, кашель и гипоксическая дыхательная недостаточность. Как правило, на этой 
стадии организм чувствителен к противовоспалительной терапии (дексамета-
зон, блокаторы рецепторов интерлейкина-6, ингибиторы янус-киназ).

3) Пост-острые последствия. Эта фаза связана с изнурительными длительны-
ми симптомами: утомляемость, нейрокогнитивные нарушения и респираторные 
симптомы. Характерным признаком является неразрешающееся воспаление.
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Пациенты на каждой стадии заболевания по-разному реагируют на тера-
пию, что обусловлено различиями в молекулярно-биологических механизмах, 
лежащих в их основе. Наличие сопутствующих заболеваний было признано 
фактором риска с первых дней пандемии. Но установление причинно-след-
ственной связи и определение лежащих в основе механизмов и клинических 
последствий было и является в настоящее время сложной задачей из-за множе-
ства смешанных факторов (Altschul et al., 2020; Russell et al., 2023).

Исследования и обзоры, имеющиеся на данный момент, определяют фак-
торы высокой исходной уязвимости человека к коронавирусной инфекции, а 
также усугубляющие течение болезни. Показано, что худший прогноз течения 
COVID-19 имеют лица мужского пола старше 60 лет с хроническими заболева-
ниями, такими как диабет (СД), гипертония (АГ), сердечно-сосудистые заболе-
вания (ССЗ), респираторные заболевания и злокачественные новообразования 
(Aggarwal et al., 2020; Zeltyn-Abramov et al., 2021).

Также повышенный индекс массы тела (ИМТ; кг/м2 более 40), и большин-
ство сопутствующих заболеваний связаны с более высоким риском смерти, 
связанной с COVID-19: диабет (более высокий коэффициент риска для лиц с 
недавно измеренным уровнем гликированного гемоглобина (HbA1c) не менее 
58 ммоль/моль), тяжелая форма астмы (определяемая как астма на фоне не-
давнего приема пероральных кортикостероидов), респираторные заболевания, 
хронические сердечные заболевания, заболевания печени, инсульт, деменция, 
другие неврологические заболевания, снижение функции почек (более высо-
кий коэффициент риска связан с более низкой расчетной скоростью клубочко-
вой фильтрации), аутоиммунные заболевания (ревматоидный артрит, волчанка 
или псориаз) и другие иммунодепрессивные состояния. У лиц с недавним (т.е. 
за последние пять лет) гематологическим злокачественным новообразованием 
в анамнезе риск был повышен, как минимум, в 2,5 раза. Для других видов рака 
отношение шансов было меньше. Наличие в анамнезе диализа или терминаль-
ной стадии почечной недостаточности ассоциировалось также с повышенным 
риском крайне тяжёлого течения COVID-19 (C. Wu et al., 2020).

Демографические факторы риска

Пожилой возраст связан с риском тяжёлого течения и дальнейшего леталь-
ного исхода COVID-19 (C. Wu et al., 2020). В соответствии с исследованиями 
основная часть диагностированных случаев приходилась на возрастную группу 
от 25 до 60 лет, в то время как большинство госпитализированных случаев при-
ходилось на возрастную группу от 60 до 80 лет (Kostka et al., 2022). Не выжив-
шие были старше, чем выжившие (76,5 против 46,6 лет), выжившие в отделении 
интенсивной терапии были младше, чем не выжившие в отделении интенсивной 
терапии (43,6 против 70,7 лет) (Kowsar et al., 2023; F. Zhou et al., 2020). 

Согласно данным, основанным на исследованиях когорт пациентов (самая 
большая когорта включала 4,5 миллиона пациентов) (Kostka et al., 2022), среди 
общего числа людей с подтверждённым диагнозом COVID-19 доля госпитали-
зированных мужчин больше доли госпитализированных женщин (Deng et al., 
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2020; Gajovic et al., 2023). Cреди умерших пациентов процент мужчин состав-
ляет 60% (Takahashi et al., 2020; Tian et al., 2020). Предполагаемыми причинами 
такого соотношения являются различия во врождённых иммунных реакциях 
мужчин и женщин, а также уровне эстрогена (Gagliardi et al., 2020; Takahashi et 
al., 2020; Viveiros et al., 2021; Yildirim et al., 2021).  

Метаболические заболевания 
 
Метаболические заболевания, включая дислипидемию, ожирение и сахар-

ный диабет, являются хорошо известными факторами риска тяжелого течения 
COVID-19 (Sonnweber et al., 2023).

Дислипидемия определяется как гипертриглицеридемия (триглицериды в сы-
воротке более 200 мг/дл), так и сниженный уровень ОХ ЛПВП (ОХ ЛПВП менее 
40 мг/дл для мужчин и менее 50 мг/дл для женщин) (Pantoja-Torres et al., 2019).

Тяжелое течение COVID-19 характеризуется «SIRS-подобным» (systemic 
inflammatory response syndrome) иммунологическим ответом с цитокиновым 
профилем в плазме, не отличающимся от ОРДС (острый респираторный дис-
тресс-синдром) и сепсиса (Wilson et al., 2020). Следует отметить, что при острой 
инфекции SARS-CoV-2 сообщалось о быстрых изменениях уровня липидов в 
крови (Tall & Yvan-Charvet, 2015). Потенциальные механизмы, объясняющие 
скачки липидов, включают снижение синтеза липидов во время чрезмерного 
воспаления и дисфункцию печени. Низкий уровень холестерина ЛПВП или на-
рушение его поглощения надпочечниками может привести к снижению уровня 
кортикостероидов и повышению уровня смертности.

У пациентов с метаболическими заболеваниями, как правило, были более 
высокий уровень провоспалительных биомаркеров и маркеров системного вос-
паления (ИЛ-6, C-реактивный белок (CРБ), сывороточный ферритин и d-ди-
мер, а также адипонектин), коррелирующие с экспрессией адипоцитокинов и 
концентрацией липидов в крови. Недавний комплексный обзор показал, что 
дислипидемия в анамнезе является фактором риска тяжелого течения остро-
го COVID-19, а острая инфекция SARS-CoV-2 изменяет метаболизм липидов, 
и концентрации ЛПВП и ЛПНП обратно пропорциональны тяжести течения 
COVID-19 (G. J. Choi et al., 2020). Гипертриглицеридемия может вызывать 
апоптоз макрофагов и эндотелиальных клеток человека, что может иметь ре-
шающее значение для исхода COVID-19 (Wehinger et al., 2007). Согласно дан-
ным клинических исследований, дислипидемия связана с повышением марке-
ров тромбоза и тенденцией к более тяжелым структурным нарушениям легких 
в раннем послеостром периоде наблюдения.

Генетические факторы

Хотя установленные факторы риска коррелируют с тяжестью заболевания, 
сами по себе факторы риска не объясняют, почему у  некоторых  молодых здоро-
вых людей развиваются тяжелые или крайне тяжелые формы COVID-19 (Gupta et 
al., 2022). Подобные случаи могут быть обусловлены генетическими факторами, 
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объясняющими индивидуальные различия в восприимчивости к SARS-CoV-2 и 
тяжести течения COVID-19 (COVID-19 Host Genetics Initiative et al., 2021). Не-
сколько полногеномных исследований ассоциаций (GWAS) были проведены в 
различных этнических популяциях. Они позволили выявить потенциальные ге-
номные маркеры, связанные с повышенным риском заражения и прогрессирова-
нием до тяжелых клинических проявлений (The Severe Covid-19 GWAS Group, 
2020; F. Wang et al., 2020). Были выявлены статистически значимые ассоциации 
между полиморфизмами ACE1 I/D rs1799752/rs4646994, APOE rs429358, CCR5 
rs333 и IFITM3 rs12252 и восприимчивостью к инфекции SARS-CoV-2. Также 
было обнаружено, что полиморфизмы ACE2 rs2285666, ACE2 rs2106809, ACE2 
rs2074192, AGTR1   rs5186 и TNFA rs1800629 связаны с повышенным риском 
развития тяжелых проявлений заболевания (Gupta et al., 2022).  

Врожденные и адаптивные гуморальные и клеточные иммунные реакции, 
опосредованные Т-клетками, способствуют элиминации вируса SARS-CoV-2, 
что в большинстве случаев совпадает с клиническим выздоровлением.  С 
другой стороны, чрезмерный клеточно-опосредованный и нерегулируемый 
врожденный и адаптивный иммунный ответ может привести к неконтролируе-
мой воспалительной реакции с высвобождением большого количества провос-
палительных цитокинов. Это состояние, известное как «цитокиновый шторм», 
напрямую коррелирует с повреждением легких, а, соответственно, неблаго-
приятным исходом (Migliorini et al., 2021). 

Клиническое течение инфекции SARS-CoV-2 сильно зависит от взаимоотно-
шений между вирусом и иммунной системой хозяина. В данном взаимодействии 
молекулы ГКГС пациента играет центральную роль. Генетическое разнообразие 
пациентов может помочь объяснить множественность вариантов иммунных ре-
акций на вирус. Знание того, как различия ГКГС могут повлиять на прогрес-
сирование COVID-19, может помочь выявлять людей с более высоким риском 
заболевания (Tavasolian et al., 2021). ГКГС является наиболее полиморфными 
генами человека. На сегодняшний день идентифицировано более 30 000 аллелей 
ГКГС, которые кодируют более 18 000 уникальных белков (Robinson et al., 2015). 
Большинство нуклеотидных замен аллелях ГКГС сосредоточено в экзонах, ко-
дирующих пептидсвязывающую бороздку и область взаимодействия с Т-кле-
точными рецепторами (Augusto & Hollenbach, 2022). Интенсивность и характер 
клеточного иммунного ответа на инфекцию SARS-CoV-2 обусловлены разно-
образием как репертуара Т-клеточных рецепторов, так и генотипом ГКГС клас-
са 1. Клетки млекопитающих экспрессируют до шести различных аллелей ГКГС 
класса 1, которые определяют презентацию антигенов при заболевании, а вместе 
с тем и восприимчивость к заболеванию и исход вирусных инфекций. В ряде ис-
следований была продемонстрировано, что аллели HLA-A*01:01, HLA-A*11:01, 
B*51:01 и C*14:02 были значительно более распространены у пациентов с тяже-
лой и критической степенью течения заболевания по сравнению с пациентами 
с легкой и средней степенью тяжести (M. Shkurnikov et al., 2021; F. Wang et al., 
2020). По данным исследования наличие аллели HLA-A*01:01 может быть свя-
зано с более низким CD8+ Т-клеточным ответом (Olafsdottir et al., 2022).
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ВЗАИМОСВЯЗЬ ГКГС-I С ТЯЖЕСТЬЮ COVID-19

Ряд исследований показал взаимосвязь между тяжестью течения COVID-19 
и генотипом ГКГС класса 1. Была отмечена корреляция между частотой 
встречаемости аллелей HLA-A01:01 и HLA-A02:01 и уровнем смертности от 
COVID-19 в различных регионах Италии (Pisanti et al., 2020). Моделирование 
взаимодействия пептидов SARS-CoV-2 с молекулами ГКГС класса 1 подтвер-
дило результаты теоретического моделирования: чем больше вирусных пепти-
дов связываются с HLA-I, тем легче течение заболевания (Iturrieta-Zuazo et al., 
2020). Позднее была установлена взаимосвязь генотипа ГКГС класса 1 с ри-
ском смерти от COVID-19 в возрасте до 60 лет (M. Shkurnikov et al., 2021) и 
разработан способ оценки риска развития тяжелой формы COVID-19.

Данный способ включает забор биологического материала, выделение 
геномной ДНК с последующим генотипированием аллелей генов HLA-A, 
HLA-C, обработку результатов генотипирования и прогнозирование по полу-
ченным данным риска развития тяжелой формы COVID-19 с высокой веро-
ятностью летального исхода, при этом обработку результатов генотипирова-
ния осуществляют с использованием метода главных компонент, посредством 
определения для каждого аллеля значений 2-й и 3-й главных компонент гена 
HLA-A и значения 4-й главной компоненты гена HLA-C из базы данных ал-
лелей генов HLA-A, HLA-C, предварительно определенных для популяции, 
в которую входит исследуемый индивидуум, и содержащей значения упомя-
нутых главных компонент аллелей соответствующих генов, с последующим 
суммированием всех значений главных компонент, нормированием значения 
полученной суммы и сравнением с пороговым значением. Прогнозируют риск 
развития тяжелой формы COVID-19 при получении нормированного значения 
суммы выше порогового значения.

База данных аллелей генов HLA-A, HLA-C со значениями главных компонент 
(БД) была сформирована по итогам соответствующего генотипирования популя-
ции, включая пациентов, умерших от COVID-19 (M. Shkurnikov et al., 2021), рас-
чета коэффициентов связывания всех полученных аллелей HLA-A, HLA-C с ви-
русными пептидами, вызывающими COVID-19 (штамма SARS-CoV-2 и/или его 
мутаций), с помощью программы netMHCpan (Reynisson et al., 2020), с последу-
ющей обработкой полученных данных методом главных компонент, при этом об-
работку осуществляли отдельно для каждого гена HLA-A, HLA-C, а количество 
главных компонент определяли таким образом, чтобы доля дисперсии, обуслов-
ленной каждой компонентой, составляла не менее 5% от исходной дисперсии.

Кроме того, было проведено сравнение наблюдаемых частот генотипов с 
ожидаемыми, согласно равновесию Харди-Вайнберга в исследуемых группах. 
Наблюдаемые частоты генотипов в группах сравнения соответствовали ожида-
емым, данные популяции находились в состоянии равновесия.

Нормирование суммы полученных значений главных компонент (S) алле-
лей генов HLA-A, HLA-C индивидуума реализовано по формуле N = (S – Smin)/
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(Smax – Smin), где Smin – сумма всех минимальных значений главных компонент 
по каждому аллелю из БД, Smax – сумма всех максимальных значений главных 
компонент по каждому аллелю из базы данных, N – нормированный индекс 
риска (далее – «Индекс риска»).

Пороговое значение для интерпретации «Индекса риска» было определено 
на основании использования значений главных компонент умерших пациентов 
в возрасте до 60 лет и после 60 из БД. При этом для каждого умершего пациен-
та определяли значения 2-й и 3-й главных компонент гена HLA-A и значение 
4-й главной компоненты гена HLA-C из БД, с последующим суммированием 
всех значений главных компонент, нормированием полученных сумм (по фор-
муле выше), после чего из полученных значений N1, N2, …, Nk (Ni – нормиро-
ванный «Индекс риска» для i-го пациента, k – общее число пациентов) в каче-
стве порогового значения выбрали значение, характеризующее максимальную 
долю пациентов, умерших до 60 лет, в группе пациентов, с Ni выше порогового 
значения. При этом определение максимальной доли пациентов, умерших до 
60 лет, было реализовано с помощью точного теста Фишера.

Данный способ был разработан по итогам проведенных исследований гене-
тического материала 539 пациентов, включая генетический материал умерших 
пациентов в возрасте до 60 лет и после 60 (111 пациентов). В результате были 
выявлены возможные связи между генотипами умерших пациентов, их возрас-
том на момент смерти с критическим течением COVID-19. 

Использование данных генотипа ГКГС-I пациентов, умерших от COVID-19 
в возрасте до 60 лет и старше 60 лет значимо повлияло на повышение точности 
получаемых оценок. Смерть – сочетание сопутствующих заболеваний, неадек-
ватного ответа иммунной системы, одной из причин которого является гене-
тическая предрасположенность; сравнение умерших от COVID-19 в возрасте 
до 60 лет с умершими в возрасте старше 60 лет позволило выявить преимуще-
ственный вклад наследственного фактора.

Кроме того, в разработанном способе предложены новые критерии оценки 
аффинности пептидов и аллелей ГКГС-I. В работе Iturrieta-Zuazo и соавторов 
(Iturrieta-Zuazo et al., 2020), упоминается два способа интерпретации матема-
тического моделирования аффинности пептида и молекулы ГКГС-I: при аф-
финности менее 50 нМоль взаимодействие считалось возможным, при более 
и равным 50 нМоль – нет; при аффинности менее 500 нМоль взаимодействие 
считалось возможным, при более и равно 500 нМоль – нет. Cпособ, предложен-
ный авторами данного исследования, использует непрерывную шкалу значе-
ний аффинности от 1 до 5000 в отличие от способа Iturrieta-Zuazo и соавторов, 
который бинаризует (0 или 1) значение аффинности.

Разработанный способ оценки риска развития тяжелой формы COVID-19 на 
основе анализа генотипа ГКГС-I демонстрирует более высокую точность прогно-
зных оценок течения COVID-19 по сравнению со способом-прототипом, что явля-
ется важным для применения/изменения тактики лечения пациента. Тем не менее, 
необходимо учитывать, что в популяции постепенно формируется иммунитет и 
улучшаются протоколы лечения пациентов с COVID-19, но вирус SARS-CoV-2 
постоянно мутирует, что может значительно сказываться на точности прогноза.
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ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ МУТАЦИЙ
НА ИММУНОДОМИНАНТНЫЕ ЭПИТОПЫ ВИРУСА 

SARS-COV-2

Для оценки влияния мутаций SARS-CoV-2 на иммуногенность валидирован-
ных методом ELISpot эпитопов было отобрано 47 пептидов, полученных из раз-
личных белков SARS-CoV-2 (Titov et al., 2022). Для каждого из 133 пациентов, 
переболевших COVID-19, с известным генотипом ГКГС-I, проанализировали 
аффинность взаимодействия конкретного пептида с соответствующей молекулой 
ГКГС. В результате получили 67 уникальных пар «аллель-пептид», для которых 
известны следующие характеристики: доля пациентов, (не) обладающих задан-
ным HLA аллелем и (не) отвечающих на выбранный пептид. Среди уникальных 
пар отобрали те, у которых доля пациентов с заданным аллелем, отвечающих 
на выбранный пептид, была не меньше 0,5, а не отвечающих – не больше 0,2. 
Оказалось, что среди 67 уникальных пар 33 пары, содержащие 25 уникальных 
пептидов, удовлетворяли этим условиям, т.е. являются иммунодоминантными.

Были отобраны наиболее распространённые варианты вируса SARS-CoV-2 
(21 вариант, включая референсный вариант Wuhan-Hu-1 (Carabelli et al., 2023), 
табл. 1) и отсортировали их по дате появления их первой расшифрованной по-
следовательности в базе данных GISAID. 

Табл. 1.  Штаммы SARS-CoV-2, использованные в анализе

GISAID ID Название штамма 
по GISAID Штамм

Впервые 
детекти-

рован
Дата

EPI_
ISL_402125

hCoV-19/Wuhan/Hu-
1/2019 Wuhan-Hu-1 China 2019-12-31

EPI_
ISL_842052

hCoV-19/England/
PORT-2EAFC1/2020 Zeta GR/484K.V2 (P.2) Brazil 2020-00-00

EPI_
ISL_581117

hCoV-19/England/
MILK-9E2FE0/2020

Alpha 202012/01 GRY 
(B.1.1.7) UK 2020-09-21

EPI_
ISL_801973

hCoV-19/USA/
NY-MSHSPSP-
PV21166/2020

Iota GH/253G.V1 
(B.1.526)

USA/New 
York 2020-10-09

EPI_
ISL_648527

hCoV-19/USA/
CA-CZB-12872/2020

Epsilon GH/452R.V1 
(B.1.429+B.1.427)

USA/
California 2020-10-16

EPI_
ISL_660190

hCoV-19/South Africa/
KRISP-K004312/2020

Beta GH/501Y.V2 
(B.1.351)

South 
Africa 2020-10-23

EPI_
ISL_1534645

hCoV-19/Peru/
LIM-INS-869/2020

Lambda GR/452Q.V1 
(C.37) Peru 2020-11-30
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GISAID ID Название штамма 
по GISAID Штамм

Впервые 
детекти-

рован
Дата

EPI_
ISL_895058

hCoV-19/Japan/
PG-13394/2020

Delta GK 
(B.1.617.2+AY.122) Japan 2020-12-05

EPI_
ISL_1663516

hCoV-19/India/
ILSGS00941/2020

Delta GK 
(B.1.617.2+AY.43) India 2020-12-12

EPI_
ISL_760883

hCoV-19/England/
CAMC-C769B3/2020

Eta G/484K.V3 
(B.1.525) UK/Nigeria 2020-12-15

EPI_
ISL_792680

hCoV-19/Japan/
IC-0561/2021

Gamma GR/501Y.V3 
(P.1)

Brazil/
Japan 2021-01-02

EPI_
ISL_1073934

hCoV-19/
Norway/3458/2021

Theta GR/1092K.V1 
(P.3) Philippines 2021-02-05

EPI_
ISL_1652555

hCoV-19/Russia/
SPE-RII-
MH15668S/2021

B.1.1.523 Russia 2021-03-09

EPI_
ISL_1315070

hCoV-19/Australia/
NSW-R0167/2021 Delta GK (B.1.617.2) Australia 2021-03-18

EPI_
ISL_1372093

hCoV-19/India/
ILSGS00308/2020

Kappa G/452R.V3 
(B.1.617.1) India 2021-03-18

EPI_
ISL_3099892

hCoV-19/Spain/
MD-51402239/2021

Mu GH 
(B.1.621+B.1.621.1) Colombia 2021-07-00

EPI_
ISL_6699752

hCoV-19/South 
Africa/CERI-
KRISP-K032226/2021

Omicron (BA.1) South 
Africa 2021-11-19

EPI_
ISL_9884589

hCoV-19/USA/
CA-CDPH-
3000303104/2022

Omicron (BA.2) USA 2022-01-24

EPI_
ISL_9854919

hCoV-19/Denmark/
DCGC-362114/2022 Omicron (BA.3) Denmark 2022-02-06

EPI_
ISL_11873073

hCoV-19/Denmark/
DCGC-469344/2022 Omicron (BA.4) Denmark 2022-04-02

EPI_
ISL_13302233

hCoV-19/India/
MH-INSACOG-CSIR-
NEERI1872/2022

Omicron (BA.5) India 2022-06-09

Окончание  таблицы 1

Для каждого из ранее отобранных 25 иммунодоминантных пептидов прове-
рили, не исчезают ли они в результате мутаций РНК вируса. Оказалось, что из 
них лишь 4 исчезают (табл. 2), а оставшийся 21 пептид не подвержен мутациям.
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GISAID RWYFYYG
TGPEAGL

FQPTN
GVGY

HTTDP
SFLGRY

TTDPS
FLGRY Дата

EPI_
ISL_402125 N Spike NSP3 NSP3 2019-12-31

EPI_
ISL_842052 Spike NSP3 NSP3 2020-00-00

EPI_
ISL_581117 N NSP3 NSP3 2020-09-21

EPI_
ISL_801973 N Spike NSP3 NSP3 2020-10-09

EPI_
ISL_648527 N Spike NSP3 NSP3 2020-10-16

EPI_
ISL_660190 N NSP3 NSP3 2020-10-23

EPI_
ISL_1534645 N Spike NSP3 NSP3 2020-11-30

EPI_
ISL_895058 N Spike NSP3 NSP3 2020-12-05

EPI_
ISL_1663516 N Spike NSP3 NSP3 2020-12-12

EPI_
ISL_760883 N Spike NSP3 NSP3 2020-12-15

EPI_
ISL_792680 N NSP3 NSP3 2021-01-02

EPI_
ISL_1073934 N NSP3 NSP3 2021-02-05

EPI_
ISL_1652555 N Spike NSP3 NSP3 2021-03-09

EPI_
ISL_1315070 N Spike 2021-03-18

EPI_
ISL_1372093 N Spike 2021-03-18

EPI_
ISL_3099892 N NSP3 NSP3 2021-07-00

EPI_
ISL_6699752 N NSP3 NSP3 2021-11-19

EPI_
ISL_9884589 N NSP3 NSP3 2022-01-24

Табл. 2.  Пептиды SARS-CoV-2, утратившие иммуногенность в результате мутаций 
вируса
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GISAID RWYFYYG
TGPEAGL

FQPTN
GVGY

HTTDP
SFLGRY

TTDPS
FLGRY Дата

EPI_
ISL_9854919 N NSP3 NSP3 2022-02-06

EPI_
ISL_11873073 N NSP3 NSP3 2022-04-02

EPI_
ISL_13302233 N NSP3 NSP3 2022-06-09

В табл. 3 представлены валидированные иммунодоминантные пептиды, не 
подвергнувшиеся мутациям в наиболее распространенных вариантах SARS-
CoV-2.  

Табл. 3.  Консервативные Т-клеточные эпитопы вируса SARS-CoV-2, иммуногенность 
которых экспериментально подтверждена методом ELISpot

Окончание  таблицы 2

Аллель 
ГКГС Пептид Класс 

ГКГС

Доля 
ответов у 
носителей 
соответ-

ствующего 
аллеля

Доля ответов 
у пациентов, 

не являющих-
ся носителя-
ми соответ-
ствующего 

аллеля

A*03:01 KCYGVSPTK I 1,00 0,06

A*11:01 ATEGALNTPK I 1,00 0,00
A*30:01 KTIQPRVEK I 1,00 0,02

DRB1*01:01, 
DRB3*02:02, 
DQB1*03:01, 
DQB1*02:01

LSYYKLGASQRVAGD II 2,60 0,20

DRB1*13:01, 
DRB1*11:04,
DRB1*11:01

IGYYRRATRRIRGGD II 0,50 0,00

A*03:01 MVTNNTFTLK I 0,50 0,03
A*02:01 ALSKGVHFV I 0,53 0,00
A*02:01 LLLLDRLNQL I 0,53 0,07

DRB3*02:02, 
DRB4*01:03 IEDLLFNKVTLADAG II 0,53 0,00

A*01:01 LTDEMIAQY I 0,54 0,00
DRB1*13:01, 
DRB1*11:04 IGYYRRATRRIRGGD II 0,56 0,15

A*01:01 FTSDYYQLY I 0,56 0,10
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Аллель 
ГКГС Пептид Класс 

ГКГС

Доля 
ответов у 
носителей 
соответ-

ствующего 
аллеля

Доля ответов 
у пациентов, 

не являющих-
ся носителя-
ми соответ-
ствующего 

аллеля
B*27:05 GRLQSLQTY I 0,60 0,01

DRB1*11:04, 
DRB1*11:01 IGYYRRATRRIRGGD II 0,60 0,18

B*44:03 MEVTPSGTW I 0,67 0,07
A*01:01 PTDNYITTY I 0,69 0,00

DRB1*13:01, 
DRB1*11:01 IGYYRRATRRIRGGD II 0,69 0,10

DRB1*01:01, 
DRB1*07:01 TSRTLSYYKLGASQRVA II 0,71 0,00

A*23:01 QYIKWPWYI I 0,71 0,12
B*40:01 MEVTPSGTWL I 0,75 0,05
A*03:01, 
A*11:01 KCYGVSPTK I 0,78 0,00

DRB1*13:01, 
DRB1*11:01,
DRB1*11:04

GAVILRGHLRIAGHHLGR II 0,80 0,00

B*07:02 SPRWYFYYL I 0,80 0,00
DRB1*07:01 TSRTLSYYKLGASQRVA II 0,80 0,12
DRB1*13:01, 
DRB1*11:04 GAVILRGHLRIAGHHLGR II 0,83 0,20

A*03:01 KTFPPTEPK I 0,88 0,14
A*03:01, 
A*30:01 KTFPPTEPK I 0,92 0,00

DRB1*13:01,
DRB1*11:01 GAVILRGHLRIAGHHLGR II 0,94 0,19

A*02:01 YLQPRTFLL I 0,98 0,02

Можно заключить, что мутации вируса SARS-CoV-2 практически не за-
трагивают иммунодоминантные эпитопы. Отсутствие мутаций в иммунодо-
минантных эпитопах свидетельствует о высокой устойчивости Т-клеточного 
иммунитета к эволюции вируса.

Окончание  таблицы 3
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Прогноз аффинности взаимодействия молекула
ГКГС-I – пептид

Создание набора последовательностей пептидов SARS-CoV-2

Протеомы вариантов SARS-CoV-2 (27 вирусных белков) были получены из 
базы данных GISAID (Elbe & Buckland-Merrett, 2017). В качестве эталонного 
вируса был использован вариант Wuhan-Hu-1 (EPI_ISL_402125).

Набор вирусных пептидов был создан путем рассмотрения всех возможных 
фрагментов белков SARS-CoV-2 длиной от 8 до 14 аминокислотных остатков 
(потенциальные эпитопы CD8+ Т-лимфоцитов). 

Учет мутаций SARS-CoV-2, связанных с конкретным вариантом вируса, 
осуществляли по следующей методике:

– построили попарное глобальное выравнивание эталонных и мутантных 
белков с помощью Biopython (Cock et al., 2009). Это позволило определить со-
ответствие между эталонными и мутантными пептидами, взяв пары пептидов 
с одинаковыми координатами начала/конца при выравнивании (пропуски были 
удалены из последовательностей пептидов). Если эталонный и мутированный 
пептиды были одинаковыми, то такая пара исключалась из последующего ана-
лиза. Проанализировали два частных случая:

1) либо эталонный, либо мутантный пептид был слишком коротким, чтобы 
его можно было рассматривать как эпитоп CD8+ Т-лимфоцитов. Например, 
делеция внутри эталонного 8-мерного пептида привела к 7-меру, который не 
подходит для презентации на ГКГС-I. В этом случае эталонный пептид считал-
ся не имеющим пары;

2) мутированный пептид относился к набору эталонных пептидов (после ис-
ключения пробелов). В качестве примера рассмотрим пептид FKLKDCVMY из 
белка NSP6 эталонного протеома. Делеция SGF 106–108 в штамме UK привела к 
делеции первой аминокислоты пептида, поэтому рассматриваемый пептид после 
мутации принимает вид KLKDCVMY. Поскольку эта последовательность принад-
лежала эталонному пептидому, считали пептид FKLKDCVMY не имеющим пары;

– выбор аллельных вариантов генов ГКГС-I: HLA-A, -B, -C. Стремясь со-
ставить список наиболее частых аллелей ГКГС-I, использовали базу данных 
CIWD v3.0.0 (Hurley et al., 2020). Были проанализированы частоты аллелей 
HLA для разных групп населения, таких как AFA (африканцы/афроамери-
канцы), API (азиатские/тихоокеанские острова), EURO (европейцы), MENA 
(Ближний Восток/северное побережье Африки), HIS (Южная или Централь-
ная Америка/латиноамериканцы), NAM (индейские популяции) и UNK (мно-
жество предков/другое). Затем из объединения 10 наиболее распространенных 
аллелей для каждой группы населения был составлен окончательный список 
аллелей. Список рассматриваемых аллелей представлен в табл. А.1.
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Выбор модели прогноза и прогноз аффинности взаимодействия молекула 
ГКГС-I – пептид

Существует несколько подходов к поиску иммуногенных эпитопов. В част-
ности, разработчики двух наиболее популярных программ для поиска вы-
сокоаффинных эпитопов – netMHCPan (Reynisson et al., 2020) и MHCflurry 
(O’Donnell et al., 2018) – рекомендуют отбирать эпитопы по %рангу. Причем 
рекомендуется использовать два пороговых значения: 0,5% и 2,0%. 

Тем не менее, в данном исследовании был применен широко используемый 
подход на основе анализа прогнозных оценок аффинности взаимодействия 
ГКГС-I – пептид (Dearlove et al., 2020; Jaeger et al., 2022; Mahapatra et al., 2020; 
Sekine et al., 2020).

Было проанализировано влияние двух пороговых значений для %ранг 
(0,5% и 2,0%) на спектр высокоаффинных пептидов по прогнозу программы 
netMHCPan. При сравнении пороговых значений (%ранг 0,5% и 2,0% против
50 нMоль) был использован индекс Ранда. Индекс Ранда имеет значение 1 при 
полной согласованности результатов двух различных пороговых значений и ра-
вен 0, если результаты полностью разнятся. Для пары пороговых значений %ранг 
0,5% и 50 нМоль для различных аллелей индекс Ранда находился в интервале от 
0,97 до 0. В свою очередь, для пары %ранг 2% и 50 нМоль – от 0,62 до 0. Значение 
индекса Ранда, равное нулю, было отмечено только для аллеля HLA-C*04:01. 
Это обусловлено тем, что аффинности взаимодействия вирусных пептидов с ней 
по данным netMHCPan находятся за пределом использованного нами порога в
50 нМоль (в диапазоне от 140 до 5776 нМоль, медиана 3696 нМоль).

Также было проведено сравнение согласованности результатов прогноза 
высокоаффинных пептидов с помощью NetMHCpan и MHCFlurry для %ранг 
0,5% и 2%. Для %ранг 0,5% индекс Ранда составил от 0,68 до 0,33, а для % ранг
2% – от 0,89 до 0,4. В частности, для HLA-A*02:01 индекс Ранда был равен 0,89, а 
для HLA-A*01:01 – 0,67. Корреляционный анализ оценок аффинности взаимодей-
ствия ГКГС-I – пептид для аллелей HLA-A*01:01, HLA-A*02:01, HLA-A*03:01, 
HLA-A*24:02, HLA-B*07:02, HLA-B*08:01, HLA-B*18:01, HLA-C*04:01, 
HLA-C*06:02,  HLA-C*07:01,  HLA-C*07:02, HLA-C*12:03 продемонстрировал зна-
чимую согласованность между программами NetMHCpan и MHCFlurry (рис. 3).

Необходимо отметить, что применение любого порога %ранг приводит к 
тому, что из анализа исчезает возможность оценить преобладание высокоаф-
финных пептидов из определенного белка SARS-CoV-2. В клетке пептиды 
вируса конкурируют с эндогенными пептидами, и если их аффинность взаи-
модействия даже для % ранг 0,5% будет низкой (например, для HLA-C*04:01
140 нМоль), то вероятность их попадания в молекулу ГКГС-I невелика.

Учитывая вышеперечисленное, для предсказания иммуногенных эпитопов 
была использована рекомендованная разработчиками базы данных Immune 
Epitope Database (IEDB) программа NetMHCpan 4.1 и критерий иммуногенно-
сти IC50 менее или равно 50 нМоль. 

При выборе способа прогноза аффинностей мы также руководствовались 
результатами сравнения NetMHCPan 4.1 и MHCflurry из работы Reynisson et 
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al. (Reynisson et al., 2020), продемонстрировавшего более высокую точность 
прогноза NetMHCpan-4.1 по сравнению с MHCFlurry для наиболее частых в 
анализируемой популяции аллелей (HLA-A*01:01, HLA-A*02:01).

Рис. 3.  Согласованность оценок аффинности взаимодействия молекула ГКГС-I
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РОЛЬ МИКРОРНК В РЕГУЛЯЦИИ 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ВИРУСА И МАКРООРГАНИЗМА

МУТАЦИИ SARS-COV-2 ПРИВОДЯТ
К СНИЖЕНИЮ ЧИСЛА РЕГИОНОВ СВЯЗЫВАНИЯ

С МИКРОРНК ТКАНИ ЛЁГКИХ

За более чем два года пандемии вирус SARS-CoV-2 значительно мутировал, 
причем далеко не все его мутации привели к изменению последовательности 
вирусных белков в силу вырожденности генетического кода (Nersisyan et al., 
2022). Не исключено, что данные мутации могли закрепляться в геноме вируса 
под влиянием микроРНК альвеоцитов. Мы проверили гипотезу об эволюци-
онном давлении микроРНК, характерных для ткани лёгких человека, на геном 
вируса SARS-CoV-2.

Среди более чем 129 миллионов последовательностей SARS-CoV-2 были ото-
браны 273, отражающие ключевые штаммы и их варианты, циркулировавшие в 
Москве и московском регионе с начала пандемии и до сентября 2022 года (рис. 4).

 

Рис. 4.  Варианты вируса SARS-CoV-2, включенные в анализ

Отобранные варианты SARS-CoV-2 были разделены на две группы хроно-
логически:

– группа «Ранние штаммы» включала в себя штаммы «Альфа» (5 вариан-
тов) и «Дельта» (52 варианта), циркулировавшие в московском регионе с нача-
ла эпидемии до января 2022 года;

– группа «Штаммы Омикрон» включала 216 вариантов штамма «Омикрон».
Оказалось, что полученные группы имеют схожее качество прочтения РНК: 

гипотеза доминирования для распределений долей нераспознанных нуклеоти-
дов между двумя группами отклонена (критерий Манна-Уитни, p = 0,5).
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Анализ результатов секвинирования образцов ткани лёгких позволил выя-
вить более чем 300 видов микроРНК. В то же время, всего на 32 из них при-
шлось более 95% всех молекул микроРНК в этой ткани. Список высокопред-
ставленных микроРНК и их доля от всех молекул микроРНК в ткани лёгких 
приведён на рис. 5. Для высокопредставленных микроРНК были определены 
регионы вирусной РНК, обратно-комплиментарные их seed-региону.

Для проверки гипотезы об эволюционном давлении микроРНК, характерных 
для ткани лёгких человека, на геном вируса SARS-CoV-2, было оценено измене-
ние числа регионов связывания между группами сравнения. Усреднили количе-
ство регионов связывания каждого варианта SARS-CoV-2 с высокоэкспрессиро-
ванными микроРНК с учётом их представленности в ткани лёгких (рис. 6). Для 
того чтобы исключить влияние длины вирусной РНК, полученное взвешенное 
среднее было нормировано на длину РНК и приведено к длине штамма «Wuhan-
Hu-1» (30331 нуклеотид). В группе «Ранние штаммы» взвешенное среднее ста-
тистически значимо меньше по сравнению с группой «Штаммы Омикрон» (кри-
терий Манна-Уитни, p = 0,0002). Таким образом, более поздние мутации в РНК 
SARS-CoV-2 приводят к возможной потере регуляторной активности микроРНК.

 

Рис. 5.  Взвешенное среднее (по микроРНК с учетом их экспрессии) количества регионов 
связывания по группам «Ранние штаммы» и «Штаммы Омикрон», приходящихся на 30331 

нуклеотид (длина штамма «Wuhan-Hu-1»)

Анализ вклада отдельных микроРНК в данное снижение (рис. 6) показал, 
что оно, прежде всего, связано с hsa-miR-21-5p, hsa-miR-30a/e- 3p, hsa-miR-
451a. Необходимо отметить, что в группе «Штаммы Омикрон» возросло влия-
ние hsa-miR-24-3p.
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Рис. 6.  Отклонение количества регионов связывания каждой высоко- экспрессированной 
микроРНК в каждом из анализируемых вариантов вируса от штамма «Wuhan-Hu-1», 

приходящихся на 30331 нуклеотид (длина штамма «Wuhan-Hu-1»). МикроРНК
упорядочены по их экспрессии в ткани лёгких. Рядом с названием микроРНК

указана их доля от общего числа молекул микроРНК в ткани

Тем не менее, вопрос о том, какие именно из кодирующих участков SARS-
CoV-2 теряют позиции связывания, остается открытым. Выравнивание анали-
зируемых штаммов вируса относительно штамма «Wuhan-Hu-1» позволило 
сравнить распределение позиций регионов связывания c учетом экспрессии 
микроРНК. Более строго, каждый регион связывания, обусловленный некото-
рой микроРНК, вносил вклад в распределение, равный экспрессии этой ми-
кроРНК. Для сравнения распределений регионов связывания между группами 
«Штаммы Омикрон» и «Ранние штаммы», распределения по всем штаммам, 
принадлежащим к соответствующей группе, были усреднены. Данный анализ 
позволил установить, что регионы связывания распределены не равномерно по 
кодирующим участкам РНК (рис. 7).

Рис. 7.  Взвешенное среднее (по микроРНК с учетом их экспрессии) количества регионов 
связывания по группам «Ранние штаммы» и «Штаммы Омикрон»

Роль микроРНК в регуляции взаимодействия вируса и макроорганизма

47



Более детальный анализ значимых изменений регуляторного вклада ми-
кроРНК по каждому из кодирующих регионов представлен в табл. 4. В 5р- 
и 3р-нетранслируемых областях вируса практически полностью отсутствуют 
места связывания с микроРНК ткани лёгких. При этом можно выделить четы-
ре белок-кодирующие области вируса, на которые приходится подавляющее 
число мест связывания с микроРНК: NSP3, NSP4, NSP12 и NSP14. Все они 
принадлежат к ORF1ab.

Табл. 4.  Значимые отличия количества регионов связывания в геноме SARS-CoV-2 c 
микроРНК ткани лёгких

Кодируемый 
белок

Длина 
нуклеотидов

Число регионов связывания на 100 молекул 
микроРНК

Ранние 
штаммы

Штаммы 
Омикрон FDR

NSP15 1038 33,72 31,14 0,00001

NS8 366 13,79 14,07 0,00001

NSP6 870 18,60 11,38 0,00001

N 1260 19,54 19,60 0,00001

NSP2 1914 19,15 18,52 0,00001

NSP13 1803 40,21 38,63 0,00001

NSP3 5835 106,36 106,58 0,0037

NSP5 918 32,73 32,70 0,0198

Весь геном 
вируса 30331 723,88 711,80 0,00001

FDR – значимость различий после поправки на множественность сравнений

Ген ORF1ab кодирует ряд неструктурных белков, ответственных за даль-
нейшую экспрессию структурных и вспомогательных белков, а также репли-
кацию вируса (Badua et al., 2021). Его трансляция осуществляется вирусом в 
первую очередь. В результате синтезируется полипептид, который после ауто-
протеолиза разрезается на 16 отдельных белков (NSP1 – NSP16) (Hartenian et 
al., 2020). Аутопротеолическая активность обусловлена наличием папаин-по-
добных протеолитических доменов в мультидоменном белке NSP3 (Hartenian 
et al., 2020), на который, по нашим данным, приходится наибольшее число ре-
гионов связывания с микроРНК клетки-хозяина. Возможно, это обусловлено 
эволюционным приспособлением вируса к микроРНК-окружению и использо-
ванию его для эпигенетической регуляции своего генома. Более того, в обла-
сти кодирующей NSP15, NS8, и NSP6 значимо снижается количество регионов 
связывания с микроРНК в «Штаммах Омикрон» (p < 0,01). Ранее было показа-
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но, что снижение числа таких регионов приводит к снижению вирулентности 
вируса восточного конского энцефалита (EEEV) (Trobaugh et al., 2014b). Более 
того, белок NS8 (ORF8) способен подавлять созревание молекул главного ком-
плекса гистосовместимости класса I и их транслокацию на поверхность зара-
женной клетки (Matsuoka et al., 2022; Y. Zhang et al., 2021).

Можно заключить, что вирус SARS-CoV-2 практически не имеет регионов 
связывания в 5р- и 3р-нетранслируемых областях с микроРНК характерными 
для ткани лёгких. Тем не менее, вирус обладает значительным числом мест свя-
зывания с микроРНК в регионе NSP3-NSP5, ответственном за аутопротеолиз 
вирусных полипептидов и формирование вирионов. В вариантах штамма Оми-
крон произошло значимое снижение мест связывания с микроРНК клеток-хозя-
ина, что могло способствовать снижению патогенности данного штамма.

ВЛИЯНИЕ МИКРОРНК КИШЕЧНИКА
НА ЭВОЛЮЦИЮ SARS-COV-2

Долгое время считалось, что у позвоночных РНК-интерференция действует 
как противовирусный механизм преимущественно в недифференцированных 
эмбриональных стволовых клетках и реализуется через микроРНК (Y. Li et al., 
2013). Недавние данные указывают на то, что микроРНК зрелых клеток хозяи-
на также связываются с геномами (+)РНК-вирусов, регулируя их трансляцию 
и репликацию и изменяя патогенез вирусных инфекций (J. Huang et al., 2007; 
Ingle et al., 2015; Yekta et al., 2004). 

В частности, продемонстрирована возможность влияния на вирус SARS-CoV 
малых интерферирующих РНК (B. Li et al., 2005; Y. Wang et al., 2010). Выделя-
ют два основных эффекта взаимодействия вирусного РНК-генома и микроРНК 
клетки-хозяина: ингибирование трансляции вируса и замедление его репликации 
и стабилизация вирусной РНК и увеличение скорости репликации вируса. При-
чем замедление репликации вируса связывают, прежде всего, с взаимодействием 
микроРНК с 3’-нетранслируемой областью вируса (Trobaugh et al., 2014b), а ста-
билизацию вирусной РНК – с взаимодействием с 5’-нетранслируемой областью 
вируса (Shimakami et al., 2012). Более того, (+)РНК вирусы способны эволюцио-
нировать под влиянием микроРНК клеток-хозяина (Scheel et al., 2016b). 

Опубликован ряд работ, посвященных предсказанию взаимодействия одноце-
почечного (+)РНК-вируса SARS-CoV-2 с микроРНК человека  (Khan et al., 2020b; 
Lukiw, 2021; Nersisyan, Engibaryan, et al., 2020; Saçar Demirci & Adan, 2020). Од-
нако в данных исследованиях не учитывалась способность вируса SARS-CoV-2 
мутировать и, соответственно, менять последовательность регионов связывания 
с seed-регионами микроРНК человека. Предпринимались попытки проанализи-
ровать влияние мутаций на взаимодействие вируса с микроРНК, однако эти ис-
следования были проведены на ограниченном числе вариантов вируса (VOC) и 
не для всех регионов генома вируса (Capistrano et al., 2023).

Вирус SARS-CoV-2 преимущественно размножается в альвеоцитах второго 
типа ткани лёгких. В то же время, значительный объем клинических данных 
свидетельствует о присутствии вируса и в эпителии кишечника, экспрессиру-
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ющем ACE2 и TMPRSS2 (J. Zhou et al., 2022). Кроме того, сохранение вируса в 
эпителии кишечника рассматривается в качестве одной из причин сохранения 
низкоинтенсивного воспаления и длительных осложнений после COVID-19 
(long COVID-19) (Zollner et al., 2022). Тканевая специфичность SARS-CoV-2 
сужает спектр микроРНК, которые могут с ним взаимодействовать с 1500-2000 
до 100 (превалирующих в клетках-хозяевах).

В инфицированной SARS-CoV-2 клетке уже через 36 часов насчитывается 
от 1500 до 15000 копий вируса (Suzuki et al., 2022). При этом в клетке содер-
жится от 100000 до 200000 молекул микроРНК (Bissels et al., 2009). Необходи-
мо учитывать, что каждая микроРНК, помимо регионов связывания с мРНК 
вируса, имеет от 25 до 50 регионов связывания в генах-мишенях, каждый из ко-
торых экспрессирован в количестве от 50 до 100 транскриптов на клетку (более 
1250 молекул-мишеней) (Baek et al., 2008; Selbach et al., 2008). По оптимистич-
ным оценкам, микроРНК сможет связаться с вирусной РНК с вероятностью 1/2 
(Brown & Naldini, 2009).

За более чем два года пандемии вирус SARS-CoV-2 значительно мутировал, 
причем далеко не все его мутации привели к изменению последовательности 
вирусных белков (Nersisyan et al., 2022). Не исключено, что данные мутации 
могли закрепляться в геноме вируса под влиянием микроРНК альвеоцитов и 
эпителия кишечника. В рамках исследования Жиянова и соавторов (Zhiyanov 
et al., 2023) была проверена гипотеза о различии в эволюционном давлении ми-
кроРНК, характерных для ткани лёгких и кишечника человека, на геном вируса 
SARS-CoV-2 (рис. 8).

 

Рис. 8.  Изменения в геноме SARS-CoV-2 отражают избирательное эволюционное давление 
на него микроРНК кишечника человека (Zhiyanov et al., 2023). (A) Репертуар микроРНК ткани 
легких и кишечника. (B, C) Мутации вирусной РНК приводят к потере регионов связывания 

с seed-областью микроРНК (мотив связывания). (D) Количество мотивов связывания, 
взвешенных по репертуару микроРНК, со временем уменьшается. (E) Резкое снижение 

количества сайтов связывания микроРНК в вариантах Omicron (BA.2-подобных) обусловлено 
мутациями в кодирующей области NSP4.
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В этом исследовании были применены ограничения как по тканеспецифич-
ности микроРНК, так и по их экспрессии для облегчения идентификации наибо-
лее заметных взаимодействий между микроРНК хозяина и вирусным геномом. 
Во-первых, объем исследования был ограничен тканями легких и толстой кишки, 
как двух основных мест репликации SARS-CoV-2 в организме человека (Capistrano 
et al., 2023). Во-вторых, анализировались только те виды микроРНК, которые вхо-
дят в верхние 95% микроРНКома  для их типа ткани (Brown & Naldini, 2009).

В 95% высокопредставленных микроРНКома вошли 32 микроРНК ткани 
легких и 40 – для кишечника (рис. 9), которые соответствовали вышеупомя-
нутым критериям. Двадцать одна из этих микроРНК была обнаружена в обеих 
тканях, а 19 экспрессировались либо в одной, либо в другой. В ткани легких 
специфичные микроРНК составляют 81% всех микроРНК, тогда как в толстой 
кишке только 56% экспрессируемых микроРНК были специфичными. В лег-
ких наиболее распространенной была miR-143-3p, за ней следовали miR-21-5p, 
miR-22-3p и miR-30a-5p. В толстой кишке в профиле экспрессии микроРНК 
преобладали let-7b-5p, miR-92a-3p и miR-200c-3p.

 

Рис. 9.  Количество мотивов связывания в анализируемых вариантах вируса SARS-CoV-2 
(Zhiyanov et al., 2023). МикроРНК отсортированы по уровням их экспрессии в кишечнике. 

Доля микроРНКома, представленные конкретными микроРНК,
указаны рядом с идентификаторами микроРНК.

Из базы данных GISAD было получено в общей сложности 3755 последова-
тельностей генома SARS-CoV-2. Последовательности были разделены на сле-
дующие группы:

– «Ранние варианты», в которые вошли «Альфа» (В.1.1.7, 759 вариантов), 
«Бета» (В.1.351, 4 варианта), «Дельта» (В.1.617.2, 841 вариант; AY.4.2, 12 вари-
антов), а также 7 других штаммов. Все эти последовательности были собраны 
в январе 2022 года или ранее.
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– «Варианты Омикрон», в состав которого вошли восемь разновидностей 
штамма «Омикрон». Все они были собраны в декабре 2021 года или позже.

Кроме того, приведенный выше набор данных был расширен за счет добав-
ления 1914 последовательностей SARS-CoV-2, полученных в Лондоне (Велико-
британия), которые также были разделены на «Ранние варианты» и «Варианты 
Омикрон» (табл. 5).

Табл. 5.  Проанализированные последовательности SARS-CoV-2, выделенные в 
Берлине (ФРГ) и Лондоне (Великобритания) в период с 01.01.2020 по 20.12.2022.

Вариант
Берлин (ФРГ) Лондон (Великобритания)

Последо-
вательностей Отобрано Последо-

вательностей Отобрано

A.23.1-like 0 0 3 1
AV.1-like 0 0 1 0
Alpha (B.1.1.7-like) 3791 759 6738 854
B.1.1.318-like 10 0 4 1
B.1.1.7-like+E484K 87 17 18 1
B.1.617.1-like 16 2 2 0
Beta (B.1.351-like) 102 4 29 0
Delta (AY.4-like) 736 49 4773 552
Delta (AY.4.2-like) 73 12 579 161
Delta (B.1.617.2-like) 8625 841 2447 216
Delta (B.1.617.2-like) 
+K417N 7 2 6 0

Eta (B.1.525-like) 155 2 7 0
Gamma (P.1-like) 24 1 6 0
Iota (B.1.526-like) 0 0 2 0
Lambda (C.37-like) 8 2 0 0
Mu (B.1.621-like) 3 0 2 0
Omicron (BA.1-like) 2251 539 3377 23
Omicron (BA.2-like) 5736 887 617 31
Omicron (BA.4-like) 204 28 34 8
Omicron (BA.5-like) 4285 591 378 65
Omicron (Unassigned) 767 9 30 0
Omicron (XE-like) 0 0 4 1
Probable Omicron 
(BA.1-like) 86 2 34 0

Probable Omicron 
(BA.2-like) 19 3 0 0

Probable Omicron 
(BA.4-like) 1 0 0 0
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Вариант
Берлин (ФРГ) Лондон (Великобритания)

Последо-
вательностей Отобрано Последо-

вательностей Отобрано

Probable Omicron 
(BA.5-like) 13 5 0 0

Probable Omicron 
(Unassigned) 32 0 3 0

Zeta (P.2-like) 0 0 1 0
Итого 27031 3755 19095 1914

Для оценки эволюционного давления, оказываемого микроРНК, специфич-
ными для толстой кишки и лёгких, были проанализированы нормированные по 
экспрессии количества мотивов связывания в пределах 29 903 нуклеотидов ви-
русной РНК SARS-CoV-2. Влияние каждой микроРНК учитывалось отдельно.

По сравнению с «Ранними вариантами», «варианты Омикрон», обнару-
женные в образцах из Берлина, содержат поразительно меньшее количество 
сайтов связывания для микроРНК толстой кишки (U-критерий Манна-Уитни, 
p ≤ 4,44 × 10-254, рис. 10А), и для микроРНК ткани лёгких (Манн-Уитни U-кри-
терий Уитни, p ≤ 1,07 × 10-146). Подобные тенденции также наблюдались в набо-
ре последовательностей, собранных в Лондоне, для микроРНК толстой кишки 
(U-критерий Манна-Уитни, p ≤ 7,21 × 10-47) или микроРНК легких (U-критерий 
Манна-Уитни, p ≤ 8,69 × 10-20).

 

Рис. 10.  Взвешенное количество (по экспрессии никроРНК в ткани толстой кишки) мотивов 
связывания на 100 микроРНК и 29 903 нуклеотидов  (Zhiyanov et al., 2023). (А) Сравнение 
«Ранних вариантов» и «Вариантов Омикрон». (В) Распределены по времени. Корреляция 
Спирмена между взвешенным числом и количеством дней с начала пандемий составляет 
≤−0,34 (p ≤ 7,37 × 10−80). В анализе были исключены варианты Омикрон (BA.2-подобные).

Путем перетасовки списка микроРНК с предопределенным репертуаром 
экспрессии, специфичным для высокоэкспрессируемых микроРНК, рассчиты-
вали долю случайных перетасовок, для которых падение числа мотивов связы-
вания было больше, чем падение, обнаруженное для высокоэкспрессируемых
микроРНК. Эта доля оказалась ниже 5% для микроРНК толстой кишки 

Окончание таблицы 5
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(p ≤ 2,50 × 10-2, 4,40 × 10-2), но не для микроРНК легких (p ≥ 7,79 × 10-2, 10,28 × 10-2). 
Значимость влияния микроРНК проверялась для других тканей, включая проста-
ту, молочную железу, мочевой пузырь и печень. Уменьшение количества наблю-
даемых мотивов не было значимым ни для одной из этих тканей (табл. 6).

Табл. 6.  Результаты процедуры отбора проб Монте-Карло для профилей микроРНК 
нормальных образцов различных тканей (TCGA)

Ткань
Берлин (ФРГ) Лондон (Великобритания)

p p (с попр.) p p (с попр.)

Молочная железы 
(TCGA-BRCA) 0.070 0.280 0.116 0.464

Предстательная 
железа (TCGA-
PRAD)

0.117 0.234 0.182 0.364

Мочевой пузырь 
(TCGA-BLCA) 0.166 0.221 0.218 0.291

Печень (TCGA-
LIHC) 0.189 0.189 0.223 0.223

Дальнейшее изучение причин падения числа мотивов связывания для 
микроРНК толстой кишки показало, что оно в основном  связано с форми-
рованием варианта Omicron (рис.10А). Однако даже после исключения вари-
антов Omicron (ВА.2-подобного) из группы «Омикрон» указанная тенденция 
сохранила значимость (U-критерий Манна-Уитни, p ≤ 2,57 × 10-69). Более того, 
взвешенное количество мотивов, связывающих микроРНК, неуклонно умень-
шалось пропорционально времени развития пандемии (корреляция Спирме-
на ≤ -0,34, p ≤ 7,37 × 10-80, рис. 10В), что указывает на непрерывную эволюцию 
генома SARS-CoV-2 внутри эпителия кишечника.

Была оценена разница между количеством мотивов связывания в варианте 
«Wuhan» и последующими вариантами вируса (рис. 9). Оказалось, что потеря 
сайтов связывания в первую очередь приводила к снижению числа мотивов 
связывания с hsa-let-7b-5p, hsa-let7a-5p и hsa-miR-93-5p. Примечательно, что 
для hsa-miR-194-5p и hsa-miR-29a-3p количество сайтов связывания в «Вари-
антах Омикрон» увеличилось.

Попарное выравнивание РНК SARS-CoV-2 с эталонным вариантом «Wuhan» 
позволило сравнить распределение мотивов связывания микроРНК внутри каж-
дого варианта вируса. Было рассчитано распределение мотивов связывания для 
отдельных микроРНК. Было обнаружено, что вклад каждой микроРНК в эти 
распределения пропорционален ее экспрессии в тканях толстой кишки. Рас-
пределения были усреднены по «Ранним вариантам» и различным вариантам 
Omicron, включая или исключая BA.2-подобные варианты Omicron.

Как видно из рис. 11, уменьшение количества мотивов связывания, наблю-
даемое в BA.2-подобных вариантах Omicron, было главным образом связано 
с потерей мотивов связывания hsa-let7b-5p, расположенных внутри NSP4. 
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Действительно, мутация C9866T втречалась в основном в последовательно-
стях, подобных Omicron BA.2 (872 из 887 вариантов), тогда как 9866-е поло-
жение во всех последовательностях «Ранних вариантов» сохраняло цитозин. 
Последующий анализ показал, что различия в числе мотивов связывания 
объясняются 13 мутациями вирусной РНК (рис. 12). Две из них не привели к 
изменению аминокислотной последовательности, тогда как другие мутации 
затронули кодируемый белок (табл. 7).

 

Рис.11.   Распределение мотивов связывания микроРНК на выровненных последовательностях 
РНК «Wuhan» и усредненное по (A) «предковым вариантам», (B) разнице между «предковыми 

вариантами» и вариантами Omicron (BA.2-подобными) и (C) Варианты Омикрона
(BA.2-подобные) (Zhiyanov et al., 2023).
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Рис.12.  Положения (А) наиболее различных мотивов связывания и (В) соответствующих 

мутаций в SARS-CoV-2  (Zhiyanov et al., 2023).

Табл.7.  Наиболее значимые мутации, приводящие к модификации мотива связывания.

Позиция Регион Нуклеотидная 
замена

Аминокислотная 
замена

2790 NSP3 aCt/aTt T/I
2832 NSP3 aAg/aGg K/R
5584 NSP3 acG/acA T
9866 NSP4 Ctt/Ttt L/F
11201 NSP6 Gct/Act A/T
11298 NSP6 aAg/aGg K/R
16616 NSP13 aCt/aAt T/N
19955 NSP15 aCt/aTt T/I
21846 Spike aTt/aCt I/T
21994 Spike taC/taT Y
22578 Spike gGt/gAt G/D
22688 Spike Act/Gct T/A
25624 NS3 Tac/Cac Y/H

Примечательно, что сравнение «Ранних вариантов» и «Вариантов омикрон» 
показало, что общее уменьшение количества сайтов, связывающих микроРНК, 
не было вызвано какой-либо специфической мутацией в пределах конкретно-
го мотива, связывающего микроРНК. Напротив, с течением времени наблюда-
лось постепенное уменьшение количества связующих мотивов (рис. 10B).

Для оценки вклада отдельных кодирующих областей вирусной РНК в наблю-
даемое снижение числа мотивов связывания количество микроРНК-связывающих 
мотивов, взвешенных по экспрессии микроРНК на кодирующую область, было 
рассчитано для «Ранних вариантов» и для «Вариантов Омикрон». При сравнении 
«Ранних вариантов» с «Вариантами Омикрон» с использованием U–критерия 
Манна-Уитни оказалось, что области, кодирующие Spike-белок и NSP15, были 
изменены больше всего. Кроме того, последовательности, классифицированные 
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как Omicron (BA.2-подобные), характеризовались дополнительной областью с на-
копленными изменениями, кодирующую NSP4, тогда как в других «омикронах» 
третьим наиболее отличающимся местоположением была область NSP15.

В этом исследовании была проверена гипотеза о том, что микроРНК кле-
ток-хозяев могли повлиять на эволюцию SARS-CoV-2. Были рассмотрены два 
набора микроРНК, экспрессирующихся в основных местах размножения виру-
са – легких и кишечнике. Было обнаружено, что наборы существенно различа-
лись по представленности отдельных микроРНК. С одной стороны, hsa-miR-
143-3p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-22-3p и hsa-miR-30a-5p были специфичны для 
легких, с большим преобладанием экспрессии miR-1433p (41,5%). С другой 
стороны, кишечник характеризовался более однородным профилем микроРНК 
с присутствием тканеспецифичных let-7b-5p, miR-92a-3p и miR-200c-3p.

Во время пандемий геномы SARS-CoV-2 утратили многие сайты связывания 
микроРНК, специфичные для экспрессируемых микроРНК в тканях легких и 
кишечника. Важно отметить, что моделирование методом Монте-Карло показа-
ло, что наблюдаемые изменения были значимыми только для набора микроРНК, 
экспрессируемых в ткани кишечника (p ≤ 2,50 × 10-2). Коронавирусы обычно 
воспринимаются как острые респираторные инфекции, и размножение вируса 
в легких создает резервуар, способствующий распространению вируса воздуш-
но-капельным путем. Помимо легких, SARS-CoV-2 способен к репликации во 
многих других органах и тканях (Van Cleemput et al., 2021), основной из кото-
рых является кишечник, где вирус может находиться до 3 месяцев (Cha et al., 
2020). Длительный период кишечной репликации обеспечивает эволюционным 
силам достаточно времени, чтобы воздействовать на популяцию вирусов в пре-
делах одного хозяина, причем факторы хозяина служат движущими силами для 
такой эволюции. Возможно, связывание микроРНК хозяина представляет собой 
такую силу. Образующиеся в результате этого вирусные популяции могут быть 
возвращены в циркулирующий пул вирусов либо фекально-оральным путем 
(Akiyama et al., 2022), либо во время вторичной виремии у хозяев с ослабленным 
иммунитетом, что может способствовать повторному заражению легких изнутри 
(Schwartz et al., 2023) и последующему воздушно-капельному распространению.

Было показано, что исходная версия варианта Омикрон имела большое 
сходство с вариантами вируса SARS-CoV-2, обнаруженными у грызунов, в 
частности, у мышей (Wei et al., 2021). Таким образом, была выдвинута ги-
потеза, что один из предковых вариантов SARS-CoV-2 примерно с середины
2020 года попал в популяцию грызунов и эволюционировал среди этих жи-
вотных в течение довольно долгого времени, пока вновь не появился у людей 
(Mallapaty, 2022). Альтернативная теория предполагает долгосрочную эволю-
цию вируса у пациента с ослабленным иммунитетом, преимущественно в ки-
шечнике (B. Choi et al., 2020).

Наблюдение, описанное в этом исследовании, подчеркивает важность ки-
шечника в патогенезе COVID-19. Хотя пневмония и респираторные осложнения 
являются основными симптомами COVID-19, существуют также внелегочные 
проявления инфекции COVID-19, которые включают в себя диарею, а также тош-
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ноту, рвоту, анорексию, боли в животе и изжогу. Эти осложнения наблюдаются у 
10-20% пациентов с COVID-19 (Silva et al., 2020), что не исключает возможности 
бессимптомных желудочно-кишечных инфекций при SARS-CoV-2. Более того, 
латентная персистенция SARS-CoV-2 в кишечнике может быть одной из причин 
длительного сохранения последствий COVID-19 у ряда пациентов.

Резкое снижение количества сайтов связывания микроРНК было особен-
но выражено в вариантах SARS-CoV-2, подобных BA.2. В значительной сте-
пени это снижение было вызвано мутациями в области, кодирующей белок 
NSP4, который способствует образованию двухмембранных везикул, слу-
жащих каркасом для комплексов репликации/транскрипции вируса (Gordon 
et al., 2020a). Кроме того, присоединение к NSP4 защищает вирусную РНК 
от внутриклеточного иммунитета.

Наряду с существенными изменениями в S-белке, вызванные микроРНК из-
менения NSP4, которые были приобретены в ходе длительной репликации в ки-
шечнике, возможно, способствовали нынешнему глобальному доминированию 
вариантов линии BA.2. Наши результаты подчеркивают возможность того, что 
ткань кишечника может существенно влиять на эволюцию генома SARS-CoV-2.

ВЛИЯНИЕ МИКРОРНК
НА ЭКСПРЕССИЮ РЕЦЕПТОРА ACE2

Молекулярный механизм проникновения SARS-CoV-2 в клетки человека еще 
не до конца изучен и остается предметом активных исследований. Очевидно, что 
ключевыми игроками при проникновении вируса в клетку-хозяина являются анги-
отензинпревращающий фермент 2 (ACE2) и трансмембранная сериновая протеаза 
2 (TMPRSS2). В частности, взаимодействие этих мембранных белков с вирусным 
шиповидным белком (S-белком) имеет решающее значение для эндоцитоза вирус-
ной частицы (Hoffmann, Kleine-Weber, Schroeder, et al., 2020b; Lukassen et al., 2020).

Основной функцией микроРНК является негативная посттранскрипцион-
ная и трансляционная регуляция экспрессии генов (Hobert, 2008). Аберрант-
ная экспрессия микроРНК связана с различными патологиями, включая рак
(V.V. Galatenko et al., 2018; Maltseva et al., 2014; Reddy, 2015), неврологические 
(Nelson et al., 2008; Sheinerman & Umansky, 2013) и сердечно-сосудистые забо-
левания (Carè et al., 2007). Некоторые микроРНК, кодируемые клеткой-хозя-
ином, могут моделировать не только проникновение вируса в клетку-хозяин, 
но и жизнедеятельность вируса внутри неё. Моделирующая активность может 
быть реализована путем взаимодействия с мРНК как клетки-хозяина, так и ви-
руса (Bruscella et al., 2017; Veksler-Lublinsky et al., 2010).

МикроРНК представлены в клетке в различных изоформах (изо-микроРНК), 
которые отличаются друг от друга на 1-3 нуклеотида на 5'- или 3'-концах мо-
лекул (Morin et al., 2008). Важно отметить, что многочисленные исследования 
подтвердили важность анализа профилей экспрессии изо-микроРНК. Так, на 
основе профиля изо-микроРНК был построен алгоритм машинного обучения, 
который позволил различать тридцать два различных типа рака. Авторы проде-
монстрировали, что подобная классификация возможна только на основе ана-
лиза изо-микроРНК [22]. Также важно отметить, что две 5'-изо-микроРНК (т.е. 
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Профили экспрессии ACE2 и TMPRSS2 в разных органах

Для изучения профиля экспрессии ACE2 и TMPRSS2 в тканях человека была 
использована общедоступная база данных The Cancer Genome Atlas (TCGA; 
https://www.cancer.gov/tcga). Данная база данных содержит информацию об экс-
прессии мРНК и микроРНК в опухоли и соседних участках условно здоровой 
ткани различных органов. В частности, были проанализированы данные 541 об-
разца ткани (11 различных органов). Мы обнаружили, что оба фермента были 
высоко экспрессированы во всех проанализированных тканях (рис. 13). Так, ген 
ACE2 показал наибольшую экспрессию в толстой кишке, почках, желудке и пе-
чени, в то время как в других органах его средний уровень экспрессии был на 
2-5 log2 единиц меньше и оставался примерно на одном уровне. Экспрессия гена 
TMPRSS2 была выше по сравнению с ACE2 почти во всех анализируемых тканях 
(средний log2(кратное изменение) = 3,18), достигая своего пика в простате.

 

Рис. 13.  Распределение экспрессии ACE2 и TMPRSS2 в органах человека. А – экспрессия 
ACE2, B – экспрессия TMPRSS2 (Nersisyan, Shkurnikov, et al., 2020b)

Взаимодействия между изо-микроРНК и ACE2/TMPRSS2

Для выявления предполагаемых взаимодействий между изо-микроРНК и 
генами ACE2/TMPRSS2 в отдельных тканях была использована двухэтапная 
процедура. Во-первых, программное обеспечение TargetScan было использо-
вано для создания списка изо-микроРНК, которые потенциально могут свя-

изо-микроРНК, имеющие разные 5'-концы) одной и той же микроРНК имеют 
разный набор мРНК-мишеней из-за различной последовательности seed-области 
(Magee et al., 2018; Mercey et al., 2017).

В данном подразделе мы исследовали механизмы регуляции ACE2
и TMPRSS2, опосредованной изо-микроРНК, в различных органах человека. 
Биоинформационный анализ был проведен с использованием общедоступных 
парных наборов данных секвенирования микроРНК/мРНК. 
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зываться с 3'-UTR целевых мРНК. Затем был проведен корреляционный ана-
лиз для выявления изо-микроРНК, имеющих значительную отрицательную 
корреляцию с уровнями экспрессии генов ACE2/TMPRSS2 в каждом органе. 
В результате было выявлено 10 и 23 изо-микроРНК, которые потенциально 
могут регулировать ACE2 и TMPRSS2 соответственно. Наибольшее количе-
ство изо-микроРНК, нацеленных на ACE2, было обнаружено в ткани почек
(6 изо-микроРНК) и легких (3 изо-микроРНК), в то время как в случае TMPRSS2 
наибольшее количество регулирующих изо-микроРНК было экспрессировано 
в пищеводе (11 изо-микроРНК), желудке (8 изо-микроРНК) и молочной железе 
(6 изо-микроРНК) (рис. 14).

 

Рис. 14.   Изо-микроРНК, регулирующие ACE2 и TMPRSS2. А) ACE2,
В) TMPRSS2 (Nersisyan, Shkurnikov, et al., 2020b). Цвет каждой клетки указывает на уровень 

экспрессии изо-микроРНК. Ячейка пуста (белая), если экспрессия изо-микроРНК
не коррелирует с соответствующим геном

Наибольшее пересечение соответствовало изо-микроРНК, регулирующим 
экспрессию гена TMPRSS2 в пищеводе и желудке (4 общих изо-микроРНК). 
Интересно, что некоторые микроРНК (в том числе hsa-miR-23b-3p, hsa-miR-
335-3p и hsa-miR-452-5p) экспрессировались как 5'- изо-микроРНК (+1, -1 и +3 
нуклеотида соответственно), так и канонических форм. Кроме того, мы иден-
тифицировали две микроРНК, регулирующие ACE2/TMPRSS2, которые экс-
прессируются более чем в двух тканях: hsa-miR-125a-5p (нацеленная на ACE2 
в пищеводе, почках и легких), а также hsa-miR-199a-5p (регулирующая экс-
прессию TMPRSS2 в печени, желудке и теле матки, рис. 15).
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Рис. 15.  Значимые корреляции hsa-miR-125a-5p/ACE2 и hsa-miR-199-5p/TMPRSS2 в 
разных органах (Nersisyan, Shkurnikov, et al., 2020b). Голубые области соответствуют 95% 

доверительному интервалу

Для дальнейшего изучения взаимодействия между различными изо-микроРНК 
и соответствующими мРНК мы сосредоточились на генах, несущих микроРНК в 
своих интронах. Всего мы обнаружили, что 14 из 33 изо-микроРНК кодируются 
внутри интронов в смысловой ориентации (табл. 8). Интересно, что hsa-miR-125a-
5p (нацеленная на ACE2 в легких, почках и пищеводе) и hsa-let-7e-5p (нацеленная 
на TMPRSS2 в желудке и пищеводе) кодируются в одном и том же интроне гена 
SPACA6.

Табл. 8.  Пре-микроРНК, закодированные в интронах в смысловой ориентации

Пре-микроРНК Ген-хозяин
hsa-mir-335 MEST
hsa-mir-139 PDE2A

hsa-let-7e, hsa-mir-125a SPACA6
hsa-mir-23b AOPEP

hsa-let-7f-2, hsa-mir-98 HUWE1
hsa-mir-28 LPP
hsa-mir-9-1 Clorf6l
hsa-mir-149 GPC1
hsa-mir-204 TRPM3
hsa-mir-664a RAB3GAP2
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Лизин-специфическая деметилаза 5B регулирует ACE2
и TMPRSS2 посредством репрессии активности let-7e/miR-125a

и miR-141/miR-200

Для выявления регуляторов взаимодействий между hsa-let-7e-5p/hsa-miR-125a-
5p и ACE2/TMPRSS2 был проведен поиск белков, регулирующих транскрипцию 
данных микроРНК, с использованием литературных баз данных взаимодействий. 
Так, ранее было показано, что лизин-специфическая деметилаза 5B (JARID1B, ко-
дируемая геном KDM5B) репрессирует транскрипцию микроРНК hsa-let-7e / hsa-
mir-125a и семейства miR-200 (включая miR-141, miR-200a, miR-200b, miR-200c 
и miR-429), способствуя деметилированию гистона H3K4me3 в регуляторных 
областях микроРНК, тем самым облегчая эпигенетическую репрессию их транс-
крипции. Последнее приводит к увеличению экспрессии генов ACE2 и TMPRSS2, 
поскольку hsa-miR-125a-5p вместе с микроРНК из семейства miR-200 нацелена на 
3'-UTR мРНК ACE2, а hsa-let-7e-5p нацелена на 3'-UTR TMPRSS2. В результате 
эпигенетическая активность JARID1B может косвенно регулировать экспрессию 
ACE2 и TMPRSS2. Схема данных взаимодействий представлена на рис. 16.

 

Рис. 16.   Схема взаимодействий JARID1B, микроРНК let-7e/miR-125a и miR-141/miR-200
и ферментов ACE2/TMPRSS2 (адаптировано из (Nersisyan, Shkurnikov, et al., 2020b))  
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Экспрессия JARID1B ассоциирована с экспрессией ACE2
и TMPRSS2 в большинстве клеток человека

Для более глубокого понимания предполагаемых взаимодействий между ге-
нами JARID1B и ACE2/TMPRSS2 мы проанализировали общедоступные данные 
секвенирования РНК единичных клеток (scRNA-seq), полученных из отдельных 
органов человека (Sungnak et al., 2020). В целом экспрессия всех трех генов была 
относительно низкой в большинстве типов клеток, что приводило к высокому 
уровню отсева результатов секвенирования. В частности, средний показатель от-
сева (т.е. отношение количества клеток без прочтений, выровненных на JARID1B, 
ACE2 или TMPRSS2, к общему количеству клеток) для всех типов клеток соста-
вил 87,9% для KDM5B, 99,1% для ACE2 и 93,2% для TMPRSS2. Таким образом, 
корреляция между экспрессией генов, образующих произвольную пару на уровне 
одной клетки, сильно смещена из-за большой доли клеток без прочтений.

Чтобы преодолеть проблему, вызванную высокими показателями отсева, мы 
рассчитали среднюю экспрессию каждого гена для всех типов клеток из иссле-
дованных наборов данных. За последним последовала бинаризация полученных 
профилей экспрессии. В частности, ген считался «экспрессированным» в данном 
типе клеток, если его средняя экспрессия в этом типе клеток превышала первый 
квартиль экспрессии во всех типах клеток. В результате ген ACE2 был экспрес-
сирован в 114 из 272 проанализированных клеток, а 100 типов клеток (87,7% от 
общего числа) также экспрессировали KDM5B. Это наблюдение указывает на 
то, что экспрессия гена KDM5B может быть необходима для экспрессии ACE2 
(биномиальный тест p = 2,2×10–7) в большинстве клеток. Аналогичный вывод 
можно сделать для генов KDM5B и TMPRSS2, поскольку 135 из 159 типов кле-
ток (84,9%), экспрессирующих TMPRSS2, также экспрессируют KDM5B (бино-
миальный критерий p = 1,61×10–7).

Также были определены типы клеток, в которых уровни экспрессии генов 
KDM5B, ACE2 и TMPRSS2 были выше, чем соответствующие верхние кварти-
ли (табл. 9). Интересно, что в список типов клеток с высоким уровнем экспрес-
сии вышеуказанных генов вошли: клетки носового эпителия (реснитчатые и 
секреторные), бронхиальные клетки (реснитчатые, секреторные и базальные), 
а также реснитчатые и альвеолярные клетки паренхимы легких.

Табл. 9.  Типы клеток с наибольшей экспрессией генов KDM5B, ACE2 и TMPRSS2

Орган Тип клеток
Экспрессия гена

KDM5B ACE2 TMPRSS2
Эпителий 

носоглотки Реснитчатые 0,85 (96,7%) 0,12 (97,1%) 0,74 (95,2%)

Эпителий 
носоглотки Бокаловидные 0,92 (97,4%) 0,13 (97,4%) 0,52 (91,5%)

Паренхима 
лёгких

Альвеоциты 2 
типа 0,32 (87,5%) 0,03 (90,1%) 1,02 (97,8%)
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Орган Тип клеток
Экспрессия гена

KDM5B ACE2 TMPRSS2
Предстатель-

ная железа Клетки Клара 0,30 (86,0%) 0,01 (79,0%) 1,00 (97,4%)

Поджелудоч-
ная железа Протоковые 0,52 (92,3%) 0,01 (82,0%) 0,65 (94,5%)

Эпителий 
бронхов Секреторные 0,72 (94,5%) 0,07 (95,2%) 0,37 (88,2%)

Эпителий 
бронхов Реснитчатые 0,66 (93,8%) 0,03 (90,4%) 0,45 (90,1%)

Прямая кишка Предшествен-
ники 0,26(80,1%) 0,02 (89,7%) 0,69 (94,9%)

Яички
Сперматогони-
альные стволо-

вые клетки
0,81 (96,3%) 0,04 (92,6%) 0,08 (79,4%)

Паренхима 
лёгких Реснитчатые 0,40 (89,3%) 0,03 (91,2%) 0,44 (89,7%)

Эпителий 
бронхов Базальные 0,75 (95,2%) 0,04 (92,3%) 0,07 (78,3%)

Предстатель-
ная железа Бугорковые 0,26 (80,5%) 0,01 (77,2%) 0,54 (92,3%)

Прямая кишка Энтероэндо-
кринные 0,33 (87,9%) 0,04 (93,8%) 0,32 (86,8%)

Почки
Эпителиаль-

ные клет-
ки-предше-
ственники

0,24 (77,6%) 0,02 (86,0%) 0,25 (84.6%)

Экспрессия генов представлена в виде log2-преобразованных прочтений 
гена на десять тысяч картированных прочтений, усредненных по всем клеткам 
данного типа. Значения в скобках указывают соответствующий процентиль 
распределения экспрессии по всем типам клеток. Строки таблицы отсортиро-
ваны по средней экспрессии генов KDM5B, ACE2 и TMPRSS2.

Были исследованы потенциальные взаимодействия между микроРНК и ге-
нами ACE2/TMPRSS2 в различных органах человека. Показано, что наряду с 
ключевой ролью обоих ферментов во время проникновения SARS-CoV/SARS-
CoV-2 в клетку, ACE2 и микроРНК, направленных на него, также влияют на 
развитие острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС). Предыдущие 
исследования указывали на важную роль ACE2 при ОРДС, поскольку дефи-
цит ACE2 в легких усиливал его степень (Imai et al., 2005). Кроме того, было 
показано, что экспрессия гена ACE2 подавляется в легких на фоне инфици-
рования SARS-CoV (Kuba et al., 2005). В то время другая исследовательская 
группа сообщила о значительном увеличении экспрессии кластера микроРНК 
hsa-miR-200c-3p/hsa-miR-141-3p при вирусе птичьего гриппа H5N1, обуслов-
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ленной белками вируса (Q. Liu et al., 2017). Интересно, что hsa-miR-200c-3p 
и hsa-miR-141-3p могут непосредственно взаимодействовать с 3'-UTR мРНК 
ACE2, поскольку трансфекция клеток HEK293T соответствующими мимети-
ками и ингибиторами микроРНК приводила к значительному снижению или 
увеличению экспрессии ACE2 соответственно (Q. Liu et al., 2017). Эти резуль-
таты указывают на предполагаемую связь между вирусной инфекцией и после-
дующим развитием ОРДС, вызванным снижением экспрессии ACE2 в тканях 
легких. Кроме того, эксперименты по оверэкспрессии и нокдауну микроРНК, 
проведенные на эпителиальных клетках почечных канальцев HK-2, показали, 
что hsa-miR-125b (которая принадлежит к тому же семейству микроРНК, что 
и hsa-miR-125a) непосредственно регулирует ACE2 (Y.-F. Huang et al., 2016).

С использованием курируемой базы данных взаимодействий были обнаруже-
ны убедительные признаки того, что ген JARID1B может репрессировать экспрес-
сию семейства микроРНК hsa-let-7e/ hsa-miR-125a, а также семейства hsa-miR-200, 
предположительно посредством эпигенетических механизмов. Ранее Митра и
соавт. (Mitra et al., 2011) экспериментально продемонстрировали возможность по-
давления транскрипции hsa-let-7e и hsa-miR-125a посредством деметилирования 
H3K4me3 JARID1B. В частности, shРНК-опосредованный нокдаун JARID1B в 
клетках MCF-7 и T47D приводил к многократному увеличению экспрессии обеих 
микроРНК, в то время как анализ ChIP подтвердил деметилирование H3K4 соот-
ветствующих регуляторных последовательностей ДНК. Группа Enkhbaatar и соавт. 
(Enkhbaatar et al., 2013) показала, что JARID1B подавляет транскрипцию семей-
ства hsa-miR-200 по сходному механизму. В частности, сверхэкспрессия JARID1B 
в клеточной линии рака легкого A549 приводила к 3-кратному снижению экспрес-
сии hsa-miR-200a и hsa-miR-200c, в то время как нокдаун JARID1B приводил к 
1,5-кратному увеличению их уровней. Последующий анализ ChIP показал предпо-
лагаемые изменения в метилировании H3K4me3 соответствующих участков ДНК. 
Таким образом, полученные результаты согласуются с экспериментальными дан-
ными, показывающими существование регуляторной сети, включающей семей-
ства микроРНК hsa-let-7e/hsa-miR-125a/hsa-miR-200, гистондеметилазу JARID1B, 
а также гены ACE2/TMPRSS2, а также предполагают новый механизм регуляции 
экспрессии ACE2. Кроме того, анализ данных секвенирования РНК единичных 
клеток убедительно подтверждает существование таких взаимодействий в других 
клетках и показывает, что в большинстве клеток человека ACE2 и TMPRSS2 не 
экспрессируются без JARID1B.

Потенциальные взаимодействия между ACE2 и модификаторами гистонов, 
такими как HAT1, HDAC2 и JARID1B, в легких ранее были показаны Pinto B. 
и соавторами (Pinto et al., 2020). Кроме того, Gordon D. et al. предложил исполь-
зовать ингибирование гистондеацетилазы 2 (HDAC2) для лечения COVID-19 
(Gordon et al., 2020a). В частности, авторы описали взаимодействие между бел-
ком HDAC2 и основной вирусной протеазой NSP5, предполагая, что NSP5 мо-
жет ингибировать транспорт HDAC2 в ядро, тем самым изменяя его функци-
ональную активность. Кроме того, они предлагают тестировать определенные 
репрессоры HDAC2, включая вальпроевую кислоту и апицидин, поскольку их 
влияние на HDAC2 может подавлять активность вируса. Необходимо отме-
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тить, что вальпроевая кислота также напрямую ингибирует JARID1B в эмбрио-
нальных клетках почек человека (HEK 293) (Ganai et al., 2015) и эмбриональных 
стволовых клетках человека H9 (H9 hESC) (Krug et al., 2013). Таким образом, 
подавление активности модификаторов гистонов может регулировать клеточный 
ответ на вирусную инфекцию, задействуя сложный регуляторный механизм, 
включающий гены ACE2 и TMPRSS2.

Ранее сообщалось, что ряд микроРНК, регулирующих экспрессию ACE2 и 
TMPRSS2, также способствуют процессу вирусной инфекции. Так, было пока-
зано, что нуклеокапсидный белок коронавируса человека OC43 (HCoV-OC43) 
связывается с hsa-miR-9-5p, важным негативным регулятором транскрипцион-
ного фактора NF-κB (Lai et al., 2014b). Последнее приводит к активации NF-κB 
и последующему изменению врожденного иммунного ответа. Mallick B. и со-
авт. (Mallick et al., 2009) показали, что hsa-miR-98-5p взаимодействует с 3'-UTR 
шиповидного белка SARS-CoV в бронхоальвеолярных стволовых клетках. Ав-
торы также предположили, что такие взаимодействия могут быть использова-
ны вирусом для уклонения от быстрой элиминации иммунной системой.

Хотя также сообщалось об аберрантной экспрессии нескольких других ми-
кроРНК во время коронавирусной инфекции, они не были среди предполагаемых 
регуляторов генов ACE2 или TMPRSS2, идентифицированных в рамках данного 
исследования. Например, с помощью глубокого секвенирования микроРНома лег-
кого мыши при заражении SARS-CoV Peng и соавторы (X. Peng et al., 2011b) пока-
зали, что непосредственно после заражения в клетках легких возрастает экспрес-
сия hsa-let-7f-5p, hsa-miR-139-3p, hsa-miR-139-5p. Аналогичный эксперимент был 
проведен на РНК, выделенной из клеток аденокарциномы легких человека Calu-3, 
инфицированных MERS-CoV (X. Zhang et al., 2020). Четыре другие микроРНК 
экспрессировались аберрантно, экспрессия микроРНК hsa-miR-98-5p была по-
вышена, а hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-125b-5p и hsa-miR-141-3p – снижена. Важно 
отметить, что из-за структурного сходства между MERS-CoV/SARS-CoV и SARS-
CoV-2 можно предположить, что описанные взаимодействия мРНК/микроРНК 
могут способствовать поддержанию уровня экспрессии ACE2/TMPRSS2 во время 
коронавирусной инфекции, тем самым регулируя инфекционный процесс.

РОЛЬ ЦИРКУЛИРУЮЩЕЙ МИКРОРНК MIR-19B
В ПРОГНОЗЕ ИСХОДА COVID-19

В данном подразделе мы изучили особенности профиля микроРНК плазмы 
крови пациентов с различной тяжестью течения новой коронавирусной инфек-
ции COVID-19 и оценили возможность взаимодействия микроРНК с геномом 
SARS-CoV-2.

Для анализа были использованы первичные данные секвенирования ми-
кроРНК (GSE195898), выделенных из плазмы крови из 3 выздоровевших и 8 
умерших пациентов (группа сравнения) с крайне тяжелой формой COVID-19, 
сопоставимых по полу и возрасту, проходивших лечение в отделении интен-
сивной терапии IRCCS Policlinico San Donato (Милан, Италия). Для каждого 
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пациента был оценен профиль микроРНК плазмы крови на момент поступле-
ния в больницу (T0) и перед выпиской или смертью (T1).

Результаты секвенирования показали, что в момент поступления в лечебное уч-
реждение (Т0) в плазме крови пациентов в количестве более 150 rpm присутство-
вало 932 вида микроРНК и их 5`-изоформ. При этом в момент времени Т1 количе-
ство видов молекул составляло 990. Причем 54 вида молекул встречались только 
в Т0, а 112 – только в Т1. К наиболее высоко представленным в Т0 и Т1 можно от-
нести следующие микроРНК: hsa-miR-22-3p|0, hsa-miR-339-3p|0, hsa-miR-451a|0.

Анализ различий в профиле микроРНК у выздоровевших и не выздоровевших 
пациентов показал, что значимо изменилась экспрессия 46 микроРНК. В Т0 у вы-
здоровевших в последствие пациентов была выше экспрессия hsa-miR-19b-3p|0
(в 4,5 раза, р = 0,017), hsa-miR-25-3p|+1 (в 4,8 раза, р = 0,047). В Т1 значимо раз-
личалась представленность 291 микроРНК. Наибольшие различия представлен-
ности в плазме между группой выздоровевших пациентов и группой сравнения 
были отмечены для следующих микроРНК: hsa-miR-451a|0 (в 13 раз, р = 7,65e-07), 
hsa-miR-22-3p|0 (в 4,3 раза, р = 7,67e-05), hsa-miR-19b-3p|0 (в 14 раз, р = 1,23e-06). 

В ряде исследований была продемонстрирована взаимосвязь представлен-
ности hsa-miR-451a с уровнем гемолиза в образцах крови (Rasmussen et al., 
2010a; M. Yu. Shkurnikov et al., 2016). Была проверена гипотеза о значимости 
различий в представленности микроРНК, ассоциированных с гемолизом меж-
ду группами сравнения в Т0 и Т1 (табл. 10). На момент поступления в стаци-
онар уровень микроРНК, ассоциированных с гемолизом и эритропоэзом, не 
различался между группами сравнения. При этом в Т1 у группы выздоровев-
ших пациентов были значимо повышены все микроРНК, ассоциированные с 
гемолизом и эритропоэзом.

Табл. 10.  Различия в представленности микроРНК, ассоциированных с гемолизом, 
между группами сравнения в Т0 и Т1

Представленность микроРНК 
в плазме в Т0, log2RPM

Представленность микроРНК 
в плазме в Т1, log2RPM

микроРНК Выздоро-
вевшие

Скончав-
шиеся р Выздоро-

вевшие
Скончав-

шиеся р

hsa-miR-451a|0 14,4 ± 2,2 13,2 ± 1,7 0,0959 17,4 ± 1,8 13,9 ± 1,6 1,0e-06

hsa-miR-16-
5p|0 11,6 ± 1,5 11,6 ± 1,3 0,9370 13,9 ± 1,3 12,1 ± 0,8 2,0e-04

hsa-miR-486-
5p|0 11,2 ± 2,8 10,3 ± 1,5 0,1206 13,7 ± 1,8 10,5 ± 1,3 1,0e-05

hsa-miR-93-
5p|0 10,7 ± 1,9 10,1 ± 1,2 0,1771 12,8 ± 1,3 10,1 ± 0,9 4,0e-07

hsa-miR-17-
5p|0 9,3 ± 1,4 9 ± 1 0,4637 11 ± 1,1 9,4 ± 0,7 4,0e-04
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Представленность микроРНК 
в плазме в Т0, log2RPM

Представленность микроРНК 
в плазме в Т1, log2RPM

микроРНК Выздоро-
вевшие

Скончав-
шиеся р Выздоро-

вевшие
Скончав-

шиеся р

hsa-miR-20a-
5p|0 8,9 ± 1 8,9 ± 1 0,7719 11,1 ± 1,1 9,4 ± 0,8 2,0e-04

hsa-miR-107|0 8,8 ± 1,2 8,8 ± 0,7 0,7764 10,2 ± 1,1 9,1 ± 0,4 1,4e-03

hsa-miR-106a-
5p|0 8,5 ± 1,2 7,9 ± 0,7 0,1640 10,2 ± 1,3 8,2 ± 0,7 2,0e-05

hsa-miR-20b-
5p|0 7,8 ± 0,4 7,6 ± 0,3 0,6410 9,1 ± 0,7 7,7 ± 0,5 2,0e-04

Сравнение множеств микроРНК, различающихся между выздоровевшими 
пациентами и группой сравнения, показал, что только две микроРНК сона-
правленно изменялись в Т0 и Т1 (табл. 11).

Табл. 11.  Представленность сонаправленно изменившихся микроРНК в группах 
сравнения с Т0 и Т1 

Представленность 
микроРНК в плазме в Т0, 

log2RPM

Представленность микроРНК в плазме в 
Т1, log2RPM

микроРНК
Выздо-
ровев-

шие

Скон-
чавши-

еся
р Выздоро-

вевшие
Скон-

чавши-
еся

р

р с по-
правкой 
на мно-

жествен-
ность 

сравне-
ний

hsa-miR-
19b-3p|0 11,7 ± 2,9 10,6 ± 1,5 0,017 14,3 ± 1,8 10,6 ± 1,4 1,23e-06 0,003

hsa-miR-25-
3p|+1 3,4 ± 1,2 1,9 ± 0,8 0,047 4,7 ± 1,2 2 ± 0,7 2,25e-05 0,046

Были оценены возможные места связывания с геномом SARS-CoV-2 множе-
ства микроРНК, различающегося между группой выздоровевших пациентов и 
группой сравнения в Т0 и Т1 (рис. 17). Ряд микроРНК не имел мест связывания c 
геномом вируса: hsa-miR-1225-3p|+3, hsa-miR-4498|+1, hsa-miR-6787-5p|+2, hsa-
miR-1538|+1, hsa-miR-1307-5p|+1, hsa-miR-7111-5p|+2. Число мест связывания 
микроРНК hsa-miR-19b-3p|0 и hsa-miR-25-3p|+1 составляло 12 и 9 соответствен-
но. При этом медиана числа мест связывания остальных микроРНК находилась 
на уровне 3. Можно сделать вывод о том, что у выздоровевших пациентов был 
значимо повышен уровень микроРНК, имеющих значительное число мест свя-
зывания с геномом SARS-CoV-2 (p = 0,048).
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Рис. 17.  Число возможных мест связывания микроРНК с геномом SARS-CoV-2

Также было проанализировано расположение возможных мест связывания ми-
кроРНК с геномом вируса (рис. 18). Наибольшее число мест связывания было рас-
положено в регионе ORF1ab, кодирующем неструктурные белки. У микроРНК hsa-
miR-19b-3p|0 наибольшее число мест связывания пришлось на короткий регион
(338 нуклеотидов), кодирующий белок NSP9. При этом обе анализируемые ми-
кроРНК имели по два возможных места связывания с протяженным регионом
(5834 нуклеотидов), кодирующим белок NSP3. Ни одна из микроРНК не имела 
мест связывания в 5` и 3`-нетранслируемых областях генома SARS-CoV-2.

 

Рис. 18.  Расположение возможных мест связывания микроРНК с геномом вируса SARS-CoV-2

Молекулы микроРНК вовлечены во многие процессы, включая развитие, 
пролиферацию и апоптоз. Кроме того, микроРНК связаны со многими пато-
логическими процессами (Russo et al., 2014). Определение экспрессионных 
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профилей микроРНК может выступать в роли метода для классификации, ди-
агностирования и прогнозирования течения заболевания (Kunej et al., 2011). 
МикроРНК обнаруживаются в различных биологических жидкостях и облада-
ют заметной стабильностью, что подчеркивает их возможную роль в качестве 
перспективных малоинвазивных диагностических и прогностических марке-
ров (Weber et al., 2010). Кроме того, в ряде исследований молекулы микроРНК 
рассматриваются в качестве компонента системы врожденного иммунитета 
(Leon-Icaza et al., 2019; Usuelli et al., 2022; Zou et al., 2022).

Был изучен профиль циркулирующих в плазме крови больных крайне тя-
желой формой COVID-19 микроРНК. Представленность hsa-miR-19b-3p|0 
и hsa-miR-25-3p|+1 значимо различалась в плазме крови пациентов с раз-
личным исходом COVID-19, как в момент поступления в стационар, так и в 
момент выписки или смерти. МикроРНК могут выступать в качестве компо-
нента внутриклеточного иммунитета, регулируя трансляцию и репликацию 
(+) РНК-вирусов и изменяя патогенез вирусных инфекций (J. Huang et al., 
2007; Ingle et al., 2015). Учитывая, что площадь ткани легких составляет от 
75 до 100 м2 и то, что она обильно кровоснабжается (Fröhlich et al., 2016), 
можно предположить, что циркулирующие микроРНК могут проникать в 
инфицированные альвеоциты и взаимодействовать с вирусом SARS-CoV-2 
(Makarova et al., 2021). МикроРНК hsa-miR-19b-3p|0, значимо повышенная 
в группе выздоровевших пациентов, относится к числу наиболее высоко 
представленных в плазме крови. На неё приходится более 1,5% всех цир-
кулирующих молекул микроРНК. В рамках данной работы показано, что 
эта микроРНК обладает значительным числом мест связывания с геномом 
SARS-CoV-2, причем в наиболее его стабильной части –ORF1ab. 

Наибольшее число мест связывания hsa-miR-19b-3p|0 приходится на реги-
он длиной 338 нуклеотидов, кодирующий белок NSP9. Белок NSP9 способен 
связываться с 7SL РНК, входящей в частицы узнавания сигнала, тем самым 
нарушая транспорт белков в эндоплазматический ретикулум и на мембрану 
клетки (A.K. Banerjee et al., 2020b). Одним из семейств белков, созревающих 
в эндоплазматическом ретикулуме, является семейство молекул главного 
комплекса гистосовместимости класса 1. Нарушение их созревания может 
способствовать нарушению противовирусной активности цитотоксических 
Т-лимфоцитов. Кроме того, hsa-miR-19b-3p|0 способна связываться с реги-
оном, кодирующим белок NSP3. Белок NSP3 совместно с NSP4 отвечает за 
формирование в зараженной клетке двухмембранных везикул, защищающих 
вирус от механизмов внутриклеточного врожденного иммунитета (Klatte et 
al., 2022). Таким образом, высоко представленная в плазме крови выздоро-
вевших пациентов с COVID-19 микроРНК hsa-miR-19b-3p|0 способна связы-
ваться с регионами вируса, кодирующими белки, ответственные за подавле-
ние механизмов внутриклеточного иммунитета.

Кроме того, hsa-miR-19b-3p|0 способна потенциировать активность цито-
токсических Т-лимфоцитов. Было обнаружено, что уровни hsa-miR-19b-3p|0 
значительно повышены в мононуклеарных клетках периферической крови па-
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циентов с длительной ремиссией ВИЧ. Оверэкспрессия hsa-miR-19b-3p|0 спо-
собствует пролиферации CD8+T-клеток, а также экспрессии интерферона-γ и 
гранзима B, ингибируя апоптоз CD8+T-клеток, индуцированный стимуляцией 
анти-CD3/CD28. Было обнаружено, что мишенью miR-19b является ген PTEN 
(Yin et al., 2019).

Можно заключить, что у пациентов, выздоровевших после крайне тяжелой 
формы COVID-19, в плазме крови значимо повышен уровень hsa-miR-19b-3p. 
Данная микроРНК представлена в плазме крови в значимых количествах, спо-
собна связываться с регионами SARS-CoV-2, кодирующими белки подавляю-
щие внутриклеточные механизмы иммунитета. Кроме того, данная микроРНК 
способна стимулировать функциональную активность и пролиферацию цито-
токсических Т-лимфоцитов – одного из ключевых компонентов адаптивного 
клеточного иммунитета против SARS-CoV-2. Результаты исследования могут 
быть использованы при разработке противовирусных препаратов на основе 
РНК-интерференции, а также при разработке прогностических тест-систем 
для оптимизации тактики лечения пациентов с COVID-19.
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РАЗРАБОТКА И ПРОВЕРКА
КЛИНИЧЕСКОЙ ЗНАЧИМОСТИ 

ПАТОГЕНЕТИЧЕСКИ ОБОСНОВАННОГО АЛГОРИТМА 
ДИАГНОСТИЧЕСКИХ МЕРОПРИЯТИЙ ДЛЯ ПРОГНОЗА 
ТЯЖЕЛОГО И КРАЙНЕ ТЯЖЕЛОГО ТЕЧЕНИЯ COVID-19

НА ОСНОВЕ АНАЛИЗА ГЕНОТИПА ГКГС-I

В рамках разработки и проверки клинической значимости патогенетически 
обоснованного алгоритма диагностических мероприятий для прогноза тяже-
лого и крайне тяжелого течения COVID-19 на основе анализа генотипа ГКГС-I 
было проведено исследование, включавшее генотипирование 145 пациентов, 
переболевших COVID-19 в период с июля по август 2021 года с последующим 
определением риска развития тяжелой формы COVID-19 и сопоставлением 
оценок с фактическими исходами заболевания.

В исследование было включено 145 пациентов. При оценке клинической 
значимости способа оценки риска развития тяжелой формы COVID-19 на ос-
нове анализа генотипа ГКГС-I в исследование не включались следующие груп-
пы пациентов: беременные, пациенты с сахарным диабетом 1 и 2 типа. Клини-
ческая характеристика пациентов представлена в табл. 12.

Табл. 12.  Характеристика выборки пациентов с COVID-19

Показатель Тяжелое течение Среднетяжелое 
течение p

n 69 76

Возраст, медиана 
[25%-75%] 52 [41 – 66] 49 [41 – 57] 0,064

Пол (Муж,/Жен.) 37/32 34/42 0,32

Максимальная степень поражения лёгких по КТ

5,8e-05

КТ-0 0 2 (2,6%)

КТ-1 12 (17,4%) 18 (23,7%)

КТ-2 12 (17,4%) 32 (42,1%)

КТ-3 17 (24,6%) 14 (18,4%)

КТ-4 14 (20,3%) 0

н.д. 14 (20,3%) 10 (13,2%)

Летальный исход 15 (21,7%) 0 6,0e-06

Ожирение 11 (16,0%) 0 0,0002

Гипертония 16 (23,2%) 22 (29,0%) 0,45
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Данная выборка в значительной степени отличается от выборки, исполь-
зованной при разработке способа оценки риска. В сформированной выборке 
подавляющее большинство пациентов выздоровели после COVID-19. Леталь-
ный исход был отмечен у 10,3% пациентов. В период формирования выборки в 
московском регионе преобладал вариант AY.122 (Шкурников et al., 2022), зна-
чительно отличающийся от исходного штамма вируса (Klink et al., 2022).

Группы сравнения (табл. 12) были сопоставимы по возрасту и половому 
составу. Ожидаемо в группе пациентов с тяжелым течением COVID-19 преоб-
ладали пациенты с объемным поражением лёгких (р = 5,8e-05) и ожирением 
(р = 0,0002). Также в группе с тяжелым течением COVID-19 зафиксирована 
высокая частота летальных исходов (р = 6,0e-06).

Были оценены чувствительность и специфичность «Индекса риска» 
при прогнозе летального исхода COVID-19 и прогноза тяжелого течения 
COVID-19 (рис. 19). 

 

Рис. 19.  Результаты оценки «Индекса риска»: А – пациенты с COVID-19 среднетяжелого и 
тяжелого течения; Б – выздоровевшие пациенты и пациенты с летальным исходом

Нами было предложено два пороговых уровня для оценки риска тяжелого тече-
ния COVID-19: значение «Индекса риска» менее 41 – благоприятный прогноз; зна-
чение «Индекса риска» более 89 – негативный прогноз (M. Shkurnikov et al., 2021).

Были оценены характеристики прогноза тяжести течения COVID-19 в зависи-
мости от порогового уровня при интерпретации «Индекса риска» (рис. 20). Так, 
при пороговом уровне не менее 41 чувствительность составила 0,7, специфич-
ность 0,36, FDR – 0,51. ОШ составило 1,25 (р = 0,6, 95 % ДИ 0,59 – 2,69), что не 
позволяет рассматривать данный пороговый уровень в качестве значимого. При 
пороговом уровне не менее 89 чувствительность составила 0,14, специфичность 
0,97, FDR – 0,17 (рис. 21). ОШ составило 6,2 (р = 0,014, 95% ДИ 1,25 – 60,4).
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Аналогичные характеристики были оценены для прогноза летального исхода 
COVID-19 (рис. 22). При пороговом уровне не менее 41 чувствительность соста-
вила 0,8, специфичность 0,35, FDR – 0,88. ОШ составило 2,11 (р = 0,39, 95% ДИ 
0,53 – 12,23), что не позволяет рассматривать данный пороговый уровень в каче-
стве значимого. При пороговом уровне не менее 89 чувствительность составила 
0,27, специфичность 0,94, FDR – 0,67 (рис. 23). ОШ составило 5,44 (р = 0,023, 95% 
ДИ 1,03 – 24,7).

 

 

Рис. 20.  ROC-кривая прогноза 
тяжести течения COVID-19 с 
помощью «Индекса риска». 
AUC = 0,57

Рис. 21.  Зависимость чувстви-
тельности и специфичности 
прогноза тяжести течения 
COVID-19 в зависимости от 
порогового уровня при интер-
претации «Индекса риска». 
Пунктирной линией из штрихов 
обозначен уровень 41. Пунктир-
ной линией из точек обозначен 
уровень 89
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Рис. 22.   ROC-кривая 
прогноза летального 
исхода COVID-19
с помощью «Индекса 
риска». AUC = 0,63

Рис. 23.  Зависимость 
чувствительности и 
специфичности прогно-
за летального исхода 
COVID-19 в зависимости 
от порогового уровня при 
интерпретации «Индекса 
риска».
Пунктирной линией 
из штрихов обозначен 
уровень 41.
Пунктирной линией из 
точек обозначен уровень 
89
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Таким образом, была доказана эффективность разработанного на основе 
полученных в исследовании данных подхода к диагностике и прогнозу тяже-
сти COVID-19. 

Исходя из полученных результатов был предложен следующий алгоритм 
диагностических мероприятий для прогноза тяжелого и крайне тяжелого тече-
ния COVID-19 на основе анализа генотипа ГКГС-I:

1) в приемном отделении необходимо провести взятие образца перифериче-
ской крови или букального соскоба для проведения исследования генов ГКГС-I 
пациента методом секвенирования следующего поколения;

2) для пациентов, поступивших в приёмные отделения, с подтвержденным 
COVID-19:

а) выполнить генетическое исследование генов ГКГС-I с целью определе-
ния варианта генотипа пациента;

б) в результате обработки ПО результатов генотипирования генов HLA-A, 
HLA-B, HLA-C пациенту присваивается так называемый «Индекс риска» – 
число в диапазоне от 0 (нуля) до 100, что пропорционально связано с повыше-
нием риска неблагоприятного течения заболевания; 

в) если значение «Индекса риска» более 89, пациент относится к группе с 
высоким риском тяжелого течения COVID-19.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Значительные усилия мирового научного сообщества были направлены на 
решение вопроса о генетических детерминантах тяжести COVID-19. Полно-
геномное исследование ассоциаций было наиболее очевидным решением дан-
ной проблемы. Однако интерпретация выявленных генетических детерминант, 
связанных с COVID-19, остается сложной задачей, поскольку большинство ге-
нетических вариантов расположены в некодирующих регуляторных областях с 
высоким неравновесным сцеплением (Smemo et al., 2014; V. Kumar et al., 2012; 
Claussnitzer et al., 2015) и функциональны во временном и пространственном 
контекстах (The FANTOM Consortium et al., 2014).

Альтернативные подходы к поиску генетических детерминант восприим-
чивости к COVID-19 базировались на понимании механизмов формирования 
специфического иммунного ответа на SARS-CoV-2. Интенсивность и характер 
клеточного иммунного ответа на инфекцию SARS-CoV-2 обусловлены разно-
образием как репертуара Т-клеточных рецепторов, так и генотипом ГКГС-I, 
аллели которого определяют презентацию антигенов при заболевании, а вме-
сте с тем и восприимчивость к заболеванию и исход вирусных инфекций 
(MacDonald et al., 2000; Ochoa et al., 2020; Zunec, 2020).

В рамках данной работы была разработана и оценена клиническая информа-
тивность способа оценки риска развития тяжелого течения COVID-19. Данный 
способ оценивает способность молекул ГКГС-I, кодируемых генами HLA-A и 
HLA-C, презентировать пептиды SARS-CoV-2. 

Были оценены характеристики прогноза тяжести течения COVID-19 в за-
висимости от порогового уровня при интерпретации «Индекса риска». При 
пороговом уровне не менее 41 чувствительность составила 0,7, специфич-
ность 0,36, FDR – 0,51. При пороговом уровне не менее 89 чувствительность 
составила 0,14, специфичность 0,97, FDR – 0,17. Отношение шансов соста-
вило 6,2 (р = 0,014, 95% ДИ 1,25 – 60,4).

Аналогичные характеристики были оценены для прогноза летального ис-
хода COVID-19. При пороговом уровне не менее 41 чувствительность со-
ставила 0,8, специфичность 0,35, FDR – 0,88. Отношение шансов составило 
2,11 (р = 0,39, 95% ДИ 0,53 – 12,23). При пороговом уровне не менее 89 чув-
ствительность составила 0,27, специфичность 0,94, FDR – 0,67. Отношение 
шансов составило 5,44 (р = 0,023, 95% ДИ 1,03 – 24,7). Можно заключить, 
что разработанный на первом этапе работы способ оценки риска развития 
тяжелого течения COVID-19 на основе анализа генотипа ГКГС-I позволяет 
прогнозировать тяжелое течение заболевания или летальный исход при поро-
говом уровне не менее 89.

В рамках исследования была определена штаммовая принадлежность ви-
руса SARS-CoV-2 и изучена взаимосвязь генотипа ГКГС-I с тяжестью тече-
ния COVID-19, вызванной распространенными летом 2021 года вариантами 
штамма Дельта SARS-CoV-2: AY.122 и B.1.617.2. У пациентов в возрасте не 

Заключение

77



старше 60 лет со среднетяжелым и тяжелым течением COVID-19 генотипи-
рование ГКГС-I показало, что наиболее частыми аллелями в выборке были 
HLA-A*02:01 (частота 0,26) и HLA-A*01:01 (частота 0,25), что характерно для 
популяции московского региона. Анализ влияния мутаций на число вирусных 
пептидов, взаимодействующих с индивидуальным набором молекул ГКГС-I с 
аффинностью менее 50 нМоль, показал, что различия достоверны для вспо-
могательных белков вируса. Так, у инфицированных вариантом AY.122 число 
высокоаффинных пептидов значимо сократилось по сравнению с инфициро-
ванным вариантом B.1.617.2 (p < 0,01).

Значимое снижение числа высокоаффинных пептидов в варианте AY.122, 
прежде всего, связано с мутацией G8R в белке NS8. Данная мутация вызыва-
ет падение аффинности взаимодействия пептидов FLGIITTV и FLVFLGIITTV 
с молекулой ГКГС-I, кодируемой наиболее частым для российской популяции 
аллелем HLA-A*02:01. Особого внимания заслуживает тот факт, что белок NS8 
(ORF8) способен подавлять созревание молекул ГКГС-I и их транслокацию на 
поверхность зараженной клетки (Matsuoka et al., 2022; Y. Zhang et al., 2021). Дан-
ные обстоятельства могли внести весомый вклад в превалирование варианта 
AY.122 в российской популяции и более тяжелое, по сравнению с другими вари-
антами штамма Дельта, течение вызванной им COVID-19.

Как уже упоминалось ранее, молекулы ГКГС-I являются одним из ключевых 
медиаторов первых шагов в развитии специфического иммунного ответа на 
COVID-19. В данном исследовании были проанализированы различия в гено-
типе ГКГС-I пациентов в возрасте не старше 60 лет, переболевших COVID-19 
в первую и третью волну, оценено влияние мутаций в вирусе SARS-CoV-2 на 
иммуногенные эпитопы CD8+ Т-лимфоцитов.

Выявлено значительное снижение частоты встречаемости носителей аллеля 
HLA-A*01:01 среди госпитализированных пациентов во время третьей волны 
пандемии COVID-19. Расчет аффинности взаимодействия между молекулами 
ГКГС-I и пептидами SARS-CoV-2 выявил возможную причину уменьшения ча-
стоты встречаемости носителей аллеля HLA-A*01:01. Разные гены и, следователь-
но, белки SARS-CoV-2 мутируют с разной скоростью. Ген ORF1ab крайне консер-
вативен по сравнению с другими генами SARS-CoV-2. Носители HLA-A*01:01 
имеют значительное количество высокоаффинных эпитопов этого гена. 

В когорте выздоровевших пациентов первой волны COVID-19 были подтверж-
дены результаты компьютерного моделирования и продемонстрирована более 
высокая частота встречаемости иммунодоминантных эпитопов из белков гена 
ORF1ab вируса SARS-CoV-2 у носителей HLA-A*01:01 по сравнению с эпитопа-
ми этого гена у носителей HLA-A*02:01. 

Более того, анализ результатов одноклеточного фенотипирования Т-клеток 
у выздоровевших пациентов показал, что преобладающим фенотипом у носи-
телей HLA-A*01:01 являются Т-клетки центральной памяти. Преобладание 
Т-лимфоцитов данного фенотипа может способствовать формированию дли-
тельного Т-клеточного иммунитета у носителей данного аллеля и, соответ-
ственно, снижению заражаемости и тяжести заболевания.
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Также в рамках данного исследования было оценено влияние мутаций на 25 
иммунодоминантных эпитопов вируса SARS-CoV-2. Оказалось, что мутации, 
произошедшие с вирусом за более чем два года пандемии, затрагивают только 
четыре иммунодоминантных эпитопа (16 %).

В рамках данного исследования проверена гипотеза об эволюционном давле-
нии на геном вируса SARS-CoV-2 микроРНК, характерных для ткани лёгких. В ре-
зультате анализа было установлено, что вирус SARS-CoV-2 практически не имеет 
регионов связывания в 5р- и 3р-нетранслируемых областях с характерными для 
ткани лёгких микроРНК. Тем не менее, вирус обладает значительным числом мест 
связывания с микроРНК в регионе NSP3-NSP5, ответственном за аутопротеолиз 
вирусных полипептидов и формирование вирионов. В вариантах штамма Оми-
крон произошло значимое снижение мест связывания с микроРНК клеток хозяи-
на, что могло способствовать снижению патогенности данного штамма.

Нами продемонстрировано, что у пациентов, выздоровевших после край-
не тяжелой формы COVID-19, в плазме крови значимо повышен уровень hsa-
miR-19b-3p и hsa-miR-25-3p. Данные микроРНК представлены в плазме кро-
ви в значимых количествах, способны связываться с регионами SARS-CoV-2, 
кодирующими белки, подавляющие внутриклеточные механизмы иммунитета. 
Кроме того, hsa-miR-19b-3p способна стимулировать функциональную актив-
ность и пролиферацию цитотоксических Т-лимфоцитов – одного из ключевых 
компонентов адаптивного клеточного иммунитета против SARS-CoV-2.

Можно заключить, что индивидуальные особенности генотипа ГКГС-I, а 
также микроРНК вносят значимый вклад в патогенез COVID-19 и формирова-
ние Т-клеточного иммунитета к нему (рис. 24). 

Вклад в тяжелое и крайне тяжелое течение COVID-19 вносят следующие 
патогенетические факторы: мутации SARS-CoV-2, в том числе и под влиянием 
микроРНК клеток хозяина, приводящие к исчезновению иммунодоминантных 
для генотипа ГКГС-I пациента эпитопов, особенности экспрессии микроРНК и 
генотип ГКГС-I пациента, приводящие к слабому цитотоксическому Т-клеточ-
ному ответу на начальных этапах заболевания. 
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Рис. 24.  Патогенетический вклад генотипа ГКГС-I в COVID-19 средней степени тяжести
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Совокупность этих факторов приводит к тому, что в промежутке с 3 – 4 до 
14 – 16 дня заболевания возникает «иммунологический провал», в котором с 
SARS-CoV-2 борются только компоненты врожденного иммунитета (рис. 25). 

 

Рис. 25.  Патогенетический вклад генотипа ГКГС-I
в COVID-19 тяжелой и крайне тяжелой степени тяжести
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Обобщая результаты исследования, можно заключить, что индивидуальные 
особенности генотипа главного комплекса гистосовместимости, а также ми-
кроРНК вносят значимый вклад в патогенез COVID-19 и формирование Т-кле-
точного иммунитета к нему.

Вклад в тяжелое и крайне тяжелое течение COVID-19 вносят следующие 
патогенетические факторы: 

– мутации SARS-CoV-2, в том числе и под влиянием микроРНК клеток хо-
зяина, приводящие к исчезновению иммунодоминантных для генотипа ГКГС-I 
пациента эпитопов,

– особенности экспрессии микроРНК и генотип ГКГС-I пациента, приво-
дящие к слабому цитотоксическому Т-клеточному ответу на начальных этапах 
заболевания.

Совокупность этих факторов приводит к тому, что в промежутке с 3 – 4 до 
14 – 16 дня заболевания возникает «иммунологический провал», в котором с 
SARS-CoV-2 борются только компоненты врожденного иммунитета.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А.

ДИЗАЙН ИССЛЕДОВАНИЯ,
КЛИНИЧЕСКИЕ ГРУППЫ И МЕТОДЫ 

Дизайн исследования

В настоящем исследовании применен комплексный подход к решению
проблемы стратификации пациентов по группам риска тяжести течения острой
коронавирусной инфекции COVID-19 в зависимости от генетических особенно-
стей пациента и вызвавшего заболевание варианта вируса SARS-CoV-2. 

За время пандемии в мировом научном сообществе был накоплен огромный 
массив информации об эволюции генома SARS-CoV-2, были оптимизированы и 
разработаны подходы к классификации вируса, предприняты попытки выявить 
генетические детерминанты восприимчивости человека к вирусу SARS-CoV-2, 
установлены закономерности формирования иммунитета к нему. Однако оценка 
полученных знаний базировалась на научном аппарате «докомпьютерной эры». 

Поэтому возникла потребность в разработке методик получения и обработки 
генетической информации о пациентах и огромных массивов данных о геноме 
вируса для прогноза тяжести течения COVID-19, продолжительности иммуните-
та у переболевших и вакцинированных пациентов, с применением современных 
методов компьютерного моделирования и математического анализа.

Период проведения исследования затронул первую, третью и четвертую 
волны пандемии, пришедшиеся на период с марта 2020 года по декабрь 2022 
года. Потребовалось применение междисциплинарного подхода на базе моле-
кулярной биологии, математического анализа и патофизиологии.

В этой связи в рамках настоящего исследования была разработана комплекс-
ная методика, позволившая изучить особенности течения COVID-19 в зависимо-
сти от генотипа ГКГС-I, выявить иммунодоминантные эпитопы вируса, оценить 
их стабильность, продемонстрировать влияние микроРНК альвеоцитов человека 
на геном SARS-CoV-2, разработать программное обеспечение для прогноза тя-
жести течения COVID-19 и клинические рекомендации по его применению. 

Объектом исследования на разных этапах явились: пациенты с новой корона-
вирусной инфекцией COVID-19 и её основным осложнением – вирусной пнев-
монией; генотипы их ГКГС-I; законченные случаи лечения; последовательности 
генома SARS-CoV-2; профиль микроРНК ткани лёгких и плазмы крови. 

Предметом исследования явились:
– генотипы ГКГС-I и клиническая характеристика пациентов с вирусной 

пневмонией, вызванной SARS-CoV-2, и наличие у них конкурирующей пато-
логии; 

– исходы госпитализации при вирусной пневмонии, вызванной SARS-
CoV-2;
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– результаты компьютерного моделирования взаимодействия пептидов ви-
руса SARS-CoV-2 с различными аллельными вариантами молекул ГКГС-I;

– интенсивность Т-клеточного ответа в ответ на стимуляцию различными 
пептидами SARS-CoV-2;

– геном различных вариантов вируса SARS-CoV-2;
– экспрессия микроРНК в ткани лёгких, представленность микроРНК в 

плазме крови.
В исследовании были использованы сплошной и выборочный способы про-

ведения наблюдения, методы статистического анализа, математического моде-
лирования, клинического обследования, секвенирования следующего поколе-
ния, генотипирования ГКГС-I, оценки Т-клеточного ответа. 

Обработка собранного первичного материала, а также математико-стати-
стический анализ полученных результатов осуществлялись в среде для мате-
матического анализа R версий 3.6.3 – 4.2.2 с использованием следующих паке-
тов: readr, dplyr, reshape2, ggpubr, stringr, ComplexHeatmap, pheatmap, ROCit и 
иных связанных пакетов. 

Протоколы клинического исследования одобрены этическим комитетом 
РНИМУ им. Н.И.Пирогова (протокол от 16.03.2020 № 2020/07), этическим ко-
митетом ГКБ №15 им. Филатова ДЗМ (протокол от 25.06.2021 № 237), а также 
комитетом по биомедицинской этике ФГБНУ «НЦ ПЗСРЧ». Программа насто-
ящего исследования представлена в табл. А.1.
 
Табл. А.1  Программа исследования

Этап 
иссле-
дова-
ния

Задачи этапа
Единица 
наблюде-

ния

Методы сбо-
ра первич-
ных мате-

риалов и их 
объем

Источник 
информации

Метод 
исследова-

ния

I этап

Анализ оте-
чественных и 
зарубежных 
литературных 
источников по 
теме исследо-
вания, обобще-
ние материала, 
разработка 
программы ис-
следования

Литера-
турный 
источник

Отбор 299 
литературных 
источников, в 
том числе 23 
отечествен-
ных и 276 
зарубежных 
источников

РИНЦ, 
PubMed

Изучения и 
обобщения 
опыта.
Аналити-
ческий 

II этап

Изучение 
взаимосвязи ге-
нотипа ГКГС-I 
с тяжестью 
COVID-19
Оценка клини-
ческой

Закон-
ченный 
случай 
госпитали-
зации

Выборочный 
метод. 
111 закончен-
ных случаев 
госпитализа-
ции

Карта выкопи-
ровки данных 
из формы № 
003/у «Меди-
цинская карта 
стационарного 
больного»,

Статисти-
ческий
Cеквениро-
вание генов 
ГКГС-I
Сравни-
тельного
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Этап 
иссле-
дова-
ния

Задачи этапа
Единица 
наблюде-

ния

Методы сбо-
ра первич-
ных мате-

риалов и их 
объем

Источник 
информации

Метод 
исследова-

ния

значимости ге-
нотипа ГКГС-I 
при прогнозе 
тяжести тече-
ния COVID-19

Закон-
ченный 
случай 
госпитали-
зации

Выборочный 
метод. 
111 закончен-
ных случаев 
госпитализа-
ции

 образцы пе-
риферической 
крови пациен-
тов

анализа
Аналити-
ческий 

III 
этап

Изучение 
взаимосвязи 
прогноза тече-
ния COVID-19 
с мутациями 
белка NS8 
SARS-CoV-2 
в зависимости 
от штаммовой 
принадлежно-
сти вируса

Закон-
ченный 
случай 
госпитали-
зации

Выборочный 
метод. 
45 закончен-
ных случаев 
госпитализа-
ции

Карта выкопи-
ровки данных 
из формы № 
003/у «Меди-
цинская карта 
стационарного 
больного», 
образцы пе-
риферической 
крови паци-
ентов, мазки 
из носо- и 
ротоглотки

Статисти-
ческий
Cеквениро-
вание генов 
ГКГС-I
Секвени-
рование 
SARS-
CoV-2
Сравни-
тельного 
анализа
Аналити-
ческий 

IV 
этап

Изучение осо-
бенностей ге-
нотипа ГКГС-I 
пациентов в 
первую и
третью волну 
COVID-19

Закон-
ченный 
случай 
госпитали-
зации

Выборочный 
метод.
147 пациен-
тов первой 
волны
COVID-19.
219 пациентов 
третьей волны 
COVID-19
428 здоровых 
добровольцев 
(контрольная 
группа)

Карта выкопи-
ровки данных 
из формы № 
003/у «Меди-
цинская карта
стационарного 
больного», 
образцы пе-
риферической 
крови пациен-
тов

Статисти-
ческий
Cеквениро-
вание генов 
ГКГС-I
Сравни-
тельного 
анализа
Аналити-
ческий

V этап

Изучение 
особенностей 
презентации 
пептидов вари-
антов Омикрон 
BA.1–BA.5 
вируса SARS-
CoV-2 молеку-
лами ГКГС

Первичная 
последова-
тельность 
белков 
варианта 
SARS-
CoV-2

Выборочный 
метод.
6 первичных 
последова-
тельностей

База данных 
GISAID

Статисти-
ческий
Сравни-
тельного 
анализа
Аналити-
ческий
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Этап 
иссле-
дова-
ния

Задачи этапа
Единица 
наблюде-

ния

Методы сбо-
ра первич-
ных мате-

риалов и их 
объем

Источник 
информации

Метод 
исследова-

ния

VI 
этап

Оценка влия-
ния мутаций 
на иммуно-
доминантные 
эпитопы вируса 
SARS-CoV-2

Первичная 
последова-
тельность 
белков 
варианта 
SARS-
CoV-2
Закон-
ченный 
случай 
COVID-19

Выборочный 
метод.
47 пептидов 
SARS-CoV-2.
Т-лимфоциты 
133 пациен-
тов, пере-
болевших 
COVID-19

Клинический 
анамнез, 
результаты 
ELISpot, об-
разцы пери-
ферической 
крови пациен-
тов

Статисти-
ческий
Cеквениро-
вание генов 
ГКГС-I
ИФА
Сравни-
тельного 
анализа
Аналити-
ческий

VII 
этап

Изучение вза-
имосвязи эво-
люции генома 
SARS-CoV-2 
и микроРНК 
ткани лёгких

Первичная 
последова-
тельность 
генома 
варианта 
SARS-
CoV-2, 
профиль 
микроР-
НК ткани 
лёгких

Выборочный 
метод.
Профиль 
экспрессии 
микроРНК 
46 образцов 
ткани легкого, 
219 геномов 
SARS-CoV-2

База данных 
GISAID, 
база данных 
Genomic Data 
Commons Data 
Portal

Статисти-
ческий
Сравни-
тельного 
анализа
Аналити-
ческий

VIII 
этап

Изучение влия-
ния микроРНК

Результаты 
парных

Выборочный 
метод.

База данных 
TCGA

Статисти-
ческий

на экспрессию 
рецептора 
ACE2

секвени-
рований 
мРНК и 
микроРНК

541 парных 
секвенирова-
ний

База данных 
TCGA

Сравни-
тельного 
анализа
Аналити-
ческий

IX 
этап

Изучение влия-
ния микроРНК 
на тяжесть 
течения 
COVID-19

Результаты 
секвени-
рования, 
циркули-
рующих 
в плазме 
крови ми-
кроРНК

Выборочный 
метод.
11 секвениро-
ваний
профиля ми-
кроРНК

Публично 
доступные 
данные

Статисти-
ческий
Сравни-
тельного 
анализа
Аналити-
ческий

Х этап

Разработка 
и проверка 
клинической 
значимости па-

Закон-
ченный 
случай 
госпита-

Выборочный 
метод. 
145 закончен-
ных случаев

Карта выкопи-
ровки данных 
из формы
№ 003/у 

Статисти-
ческий
Cеквениро-
вание генов

Продолжение таблицы А1
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Этап 
иссле-
дова-
ния

Задачи этапа
Единица 
наблюде-

ния

Методы сбо-
ра первич-
ных мате-

риалов и их 
объем

Источник 
информации

Метод 
исследова-

ния

Х этап

тогенетически 
обоснованного 
алгоритма ди-
агностических 
мероприятий 
для прогноза 
тяжелого и 
крайне тяже-
лого течения 
COVID-19 на 
основе ана-
лиза генотипа 
ГКГС-I

лизации госпитализа-
ции

«Медицинская 
карта стацио-
нарного боль-
ного», образцы 
перифериче-
ской крови 
пациентов

ГКГС-I
Сравни-
тельного 
анализа
Аналити-
ческий 

 Пациенты

В исследовании были использованы данные о генотипе 428 добровольцев из 
Федерального регистра доноров костного мозга (РНИМУ им. Н.И. Пирогова) 
(M. Shkurnikov et al., 2021). Группа пациентов первой волны была сформиро-
вана в период с мая по август 2020 года. Группа пациентов третьей волны была 
сформирована в период с июня по июль 2021. Все пациенты, участвовавшие в 
исследовании, были госпитализированы с COVID-19 в ГБУЗ «ГКБ № 15 ДЗМ».

Выделение ДНК

ДНК из образцов крови выделялась набором реагентов QIAamp DNA 
Mini Kit (QIAGEN, Германия). Набор предназначен для выделения геном-
ной, митохондриальной, бактериальной или вирусной ДНК из тканей, маз-
ков, клеток, крови, спинномозговой и других биологических жидкостей. 
Принцип действия набора основан на применении миниколонок с силика-
гелевой мембраной (спин-колонка). Силикатная мембрана имеет положи-
тельный заряд, а отрицательно заряженная ДНК обладает высокой аффин-
ностью к такой мембране. При центрифугировании исходного клеточного 
лизата ДНК задерживается на мембране, а остальные компоненты проходят 
через неё в раствор, который затем удаляется. Преимущества такого метода 
заключаются в повышенной чистоте и хорошем качестве выделенных ну-
клеиновых кислот, высокой воспроизводимости и простоте по сравнению с 
другими методами выделения ДНК.

После выделения качество ДНК было проверено спектрофотометрически на 
NanoDrop 2000/2000c (Thermo Scientific, США) в 1 мкл полученной жидкости. 
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Подготовка библиотек для секвенирования генов ГКГС

Подготовку библиотек осуществляли с помощью набора реагентов для 
подготовки библиотек фрагментов ДНК генов ГКГС I и II классов для гено-
типирования высокопроизводительным секвенированием (NGS) «HLA-Экс-
перт» (регистрационное удостоверение № РЗН 2019/9208 от 08.11.2019, 
ДНК-Технология, Россия).

Типирование генов ГКГС-I подразумевает определение всех аллелей 
генов HLA-A, HLA-B и HLA-C, кодирующих одинаковую последователь-
ность белка в антигенсвязывающем домене, и исключение нулевых алле-
лей, имеющих полиморфизмы при отсутствии экспрессии кодируемого бел-
ка на клетке (Harmer et al., 2018). Для решения этой задачи использовано 
генотипирование 2 и 3 экзона. Для решения задачи определения истинных 
гомозигот и других неопределенностей использовано генотипирование до-
полнительных экзонов и интронов.

Секвенирование

Секвенирование библиотек фрагментов ДНК генов ГКГС I и II классов осу-
ществляли с помощью секвенатора Illumina MiSeq (Illumina, США) на стан-
дартной проточной ячейке набора реагентов MiSeq Reagent Kit v2 500-cycles 
(Illumina, США) в режиме парных прочтений 2х250.

Определение генотипа ГКГС- I по данным секвенирования

Типирование генов ГКГС-I (HLA-A, HLA-B, HLA-C) на уровне высокого 
разрешения методом высокопроизводительного секвенирования осуществляли 
с помощью программного обеспечения «HLA-Эксперт» согласно Руководству 
пользователя к программному обеспечению с использование базы данных IPD-
IMGT/HLA версии 3.41.0 (Robinson et al., 2020). Минимальная глубина прочте-
ния каждого экзона составила 130x.

Определение профиля микроРНК ткани лёгких

Данные секвенирования микроРНК лёгких были загружены из коллекции 
LUAD портала GDC (https://portal.gdc.cancer.gov/). В соответствии с прилагав-
шейся клинической аннотацией среди данных о секвенировании 510 образцов 
было отобрано 46, классифицируемых как «прилежащие здоровые ткани». 
Нормализация библиотек секвенирования с последующим удалением низко-
экспрессированных фрагментов была выполнена с помощью алгоритма edgeR-
TMM. Из полученных 316 видов микроРНК отобрали наиболее представлен-
ные, на которые суммарно приходится 95% всех микроРНК в ткани лёгких. В 
качестве экспрессии микроРНК рассматривалось усреднение количества ри-
дов на миллион (CPM-шкала), взятое по ранее отобранным 46 образцам.
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Забор образцов для генотипирования вируса SARS-CoV-2

Использовали образцы биологического материала из верхних дыхательных 
путей пациентов с подозрением на COVID-19. 

Для исследования образцов на наличие РНК SARS-CoV-2 применяли раз-
личные наборы реагентов для ОТ-ПЦР и комплектные к ним наборы для выде-
ления РНК: ПОЛИВИР SARS-CoV-2 Express (ЛИТЕХ, Россия), АмплиПрайм 
SARS-CoV-2 DUO / МагноПрайм ФАСТ-Р (НекстБио, Россия) и SARS-CoV-2 
«CoV-2-Тест» (ТестГен, Россия). 

Пригодными к секвенированию считали образцы, в которых концентрация 
РНК SARS-CoV-2 при постановке ОТ-ПЦР соответствовала пороговому числу 
циклов менее 28‒31.

Подготовка библиотек и секвенирование РНК SARS-CoV-2

На первом этапе подготовки библиотек проводилось обогащение образца 
последовательностями генома SARS-CoV-2 методом обратной транскрипции 
и мультиплексной амплификацией со специфичными  праймерами. Синтез 
кДНК c матрицы РНК вируса и последующая ее амплификация производились 
последовательно в одной пробирке, содержащей смесь ферментов для обрат-
ной транскрипции и амплификации. Для мультиплексной амплификации ис-
пользовали набор специфических праймеров (ДиаСистемс, Россия). 

Первый этап выполняли на амплификаторах T100 (Bio-Rad, США): при 
температуре 55°C проводили реакцию обратной транскрипции с образованием 
первой цепи кДНК, после чего смесь нагревали до 95°C и проводили этап ам-
плификации полученной кДНК.

Наборы, использовавшиеся для мультиплексной амплификации праймеров 
(производитель «ДиаСистемс», Россия), содержали ген-специфические части 
из базы данных международного консорциума исследователей ARTIC network 
(Advancing Real Time Infection Control).

После данного этапа осуществляли баркодирование продуктов ОТ-ПЦР 
без промежуточной очистки, с использованием набора адаптерных олигону-
клеотидов (ДиаСистемс, Россия), совместимых с платформой секвенирования 
MiSeq (Illumina, США).

Секвенирование готовых библиотек осуществлялось на секвенаторе Illumina 
MiSeq, с использованием набора реактивов MiSeq 600 cycles v3, запускаемого 
в режиме чтения 2х250 п.о. Среднее число прочтений на один образец состав-
ляло примерно 64000.

Определение варианта SARS-CoV-2

Первичный контроль качества данных, получаемых в ходе биоинформатиче-
ского анализа, выполняли следующим образом: полученные сырые данные про-
чтений в формате fastq с прибора Illumina MiSeq Dx (Illumina, США) фильтро-
вали  по качеству с помощью ПО Trimmomatic (v.0.39) с качеством более Q20. 
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Прочтения выравнивались на референсный геном SARS-CoV-2 Wuhan-
Hu-1 (GenBank: MN908947.3), с использованием ПО Minimap2 (2.24). Из 
выровненных прочтений удалялись последовательности праймеров муль-
типлексной панели для ОТ-ПЦР, не несущие геномной информации. После 
чего следовала процедура поиска вариантов, с помощью ПО GATK (4.2.6.1), 
т.е. сравнение картированных прочтений с геномом сравнения и выявлени-
ем отличий анализируемого образца по отношению к референсному геному, 
при наличии покрытия более 5. На основе найденных вариантов собира-
лись итоговые последовательности геномов SARS-CoV-2 в формате fasta с 
помощью программы Bsftools.  

Последовательности аннотировались с применением баз данных Pango-
lineage и NextStain. В процессе аннотации каждой найденной вариации в гено-
ме присваивалось соответствующее белковое изменение и определялся штамм 
и подштамм генома нового коронавируса, присутствующего в образце, взятом 
у пациента с подозрением на COVID-19.

Оценка количества клеток, секретирующих IFN-γ

Выделение мононуклеаров периферической крови (PBMC).30 мл венозной 
крови собирали в пробирки с ЭДТА (Sarstedt, Германия) и подвергали цен-
трифугированию в градиенте плотности фиколла (ПанЭко, Россия) (400 g,
30 мин). Изолированные РВМС промывали ФСБ, содержащим 2 мМоль ЭДТА, 
и использовали для анализов или замораживали в эмбриональной бычьей сы-
воротке, содержащей 7% ДМСО.

Экспансия T-лимфоцитов

При экспансии Т-клеток использовали методику, описанную ранее Тито-
вым и соавторами (Titov et al., 2022). Выделенные РВМС размножали в те-
чение 12 дней со смесью 94 пептидов SARS-CoV-2 (конечная концентрация 
каждого = 10 мкМоль). На 10-й и 11-й дни аликвоту клеточной суспензии 
использовали для иммуноферментного анализа анти-IFN-γ с целью оценки 
ответов на отдельные пептиды.

Стимуляция Т-лимфоцитов отдельными пептидами

После 10 дней экспансии аликвоту Т-лимфоцитов дважды промывали в 1,5 
мл ФСБ, затем переносили в среду AIM-V (Thermo Fisher Scientific, США), 
рассевали по 1 × 105 клеток на лунку 96-луночного планшета и инкубировали 
в течение ночи (12–16 часов) с частичными пулами пептидов (подмножества-
ми исходного набора пептидов). На следующий день культуральную среду 
собирали и тестировали на IFN-γ, как описано ниже. Если клетки положи-
тельно реагировали на один или несколько пулов, снова отбирали аликвоту 
клеточной культуры на 11–12-й день и стимулировали ее, как описано выше, 
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индивидуально каждым пептидом (2 мкМоль) из соответствующего пула 
пептидов. Были протестированы только те пептиды, для которых была пред-
сказана высокая аффинность с набором молекул ГКГС-I каждого человека.

Анти–IFN-γ ИФА

96-луночные культуральные планшеты с клетками, инкубированными с 
пептидными пулами или отдельными пептидами, центрифугировали в тече-
ние 3 минут при 700 g, 100 мкл среды переносили на планшеты для ИФА и 
проводили определение IFN-γ (Titov et al., 2022). ОП измеряли при 450 нм на 
планшетном фотометре Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, США) – ОП450.

Тестовые лунки (среда из клеток, инкубированных с пептидами) сравни-
вали с лунками отрицательного контроля (клетки, инкубированные с раство-
рителем для пептидов). Тестовые лунки с соотношением ОП450_тест_лунка/
ОП450_отрицательный_контроль ≥ 1,25 и разницей ОП450_тест_лунка – ОП450_
отрицательный контроль ≥ 0,08 считали положительными. Пептиды с соот-
ношением между 1,25 и 1,5 снова тестировали до 3 раз в качестве биологи-
ческих повторов, чтобы убедиться в точности их ответа, и пептиды с 2 или 3 
положительными результатами считались положительными.

Пептиды

Пептиды с чистотой не менее 95% были синтезированы Peptide 2.0 Inc. или 
в Институте биоорганической химии им. М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинни-
кова РАН (табл. А.2).

Табл. А.2   Панель высокоаффинных пептидов для аллелей HLA-A*01:01 и HLA-A*02:01 
из ORF1ab

Пептид
Оценка аффинности взаимодействия, нМоль

HLA-A*01:01 HLA-A*02:01

CTDDNALAYY 3 19896

TTDPSFLGRY 5 27903

DTDFVNEFY 6 33483

GTDLEGNFY 9 33917

PTDNYITTY 12 35372

NTCDGTTFTY 14 25394

HTTDPSFLGRY 42 33468

YLDAYNMMI 221 2

FTYASALWEI 5189 17

FLLNKEMYL 13747 2

YLFDESGEFKL 18838 6
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Пептид
Оценка аффинности взаимодействия, нМоль

HLA-A*01:01 HLA-A*02:01

ALWEIQQVV 27002 5

NMLRIMASL 29822 46

RQLLFVVEV 31003 17

KLWAQCVQL 33067 8

Прогноз аффинности взаимодействия молекула ГКГС-I – пептид

Создание набора последовательностей пептидов SARS-CoV-2. Протеомы 
вариантов SARS-CoV-2 (27 вирусных белков) были получены из базы данных 
GISAID (Elbe & Buckland-Merrett, 2017). В качестве эталонного вируса был 
использован вариант Wuhan-Hu-1 (EPI_ISL_402125).

Набор вирусных пептидов был создан путем рассмотрения всех возможных 
фрагментов белков SARS-CoV-2 длиной от 8 до 14 аминокислотных остатков 
(потенциальные эпитопы CD8+ Т-лимфоцитов). 

Учет мутаций SARS-CoV-2, связанных с конкретным вариантом вируса, 
осуществляли по следующей методике:

– построили попарное глобальное выравнивание эталонных и мутантных 
белков с помощью Biopython (Cock et al., 2009). Это позволило определить со-
ответствие между эталонными и мутантными пептидами, взяв пары пептидов 
с одинаковыми координатами начала/конца при выравнивании (пропуски были 
удалены из последовательностей пептидов). Если эталонный и мутированный 
пептиды были одинаковыми, то такая пара исключалась из последующего ана-
лиза. Проанализировали два частных случая:

3) либо эталонный, либо мутантный пептид был слишком коротким, чтобы 
его можно было рассматривать как эпитоп CD8+ Т-лимфоцитов. Например, 
делеция внутри эталонного 8-мерного пептида привела к 7-меру, который не 
подходит для презентации на ГКГС-I. В этом случае эталонный пептид считал-
ся не имеющим пары;

4) мутированный пептид относился к набору эталонных пептидов (после ис-
ключения пробелов). В качестве примера рассмотрим пептид FKLKDCVMY из 
белка NSP6 эталонного протеома. Делеция SGF 106–108 в штамме UK привела к 
делеции первой аминокислоты пептида, поэтому рассматриваемый пептид после 
мутации принимает вид KLKDCVMY. Поскольку эта последовательность принад-
лежала эталонному пептидому, считали пептид FKLKDCVMY не имеющим пары;

– выбор аллельных вариантов генов ГКГС-I: HLA-A, -B, -C. Стремясь со-
ставить список наиболее частых аллелей ГКГС-I, использовали базу данных 
CIWD v3.0.0 (Hurley et al., 2020). Были проанализированы частоты аллелей HLA 
для разных групп населения, таких как AFA (африканцы/афроамериканцы), API 
(азиатские/тихоокеанские острова), EURO (европейцы), MENA (Ближний Вос-
ток/северное побережье Африки), HIS (Южная или Центральная Америка/лати-
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ноамериканцы), NAM (индейские популяции) и UNK (множество предков/дру-
гое). Затем из объединения 10 наиболее распространенных аллелей для каждой 
группы населения был составлен окончательный список аллелей.

МЕТОДИЧЕСКИЙ ОПЫТ ОЦЕНКИ РОЛИ 
ЦИРКУЛИРУЮЩИХ МИКРОРНК

Профиль микроРНК плазмы

МикроРНК плазмы крови  вовлечены в межклеточную коммуникацию, а их 
содержание в плазме может быть использовано для диагностики различных фи-
зиологических и патологических состояний организма (Turchinovich et al., 2013). 
Поэтому описание полного спектра микроРНК плазмы представляет собой чрез-
вычайно важную задачу. В настоящее время широкое применение получили три 
экспериментальных подхода: скрининг микроРНК с помощью ПЦР, гибридиза-
ция на чипах и секвенирование. Количество микроРНК, детектируемых первыми 
двумя методами, ограничено числом зондов и составляет, как правило, ~80‒800 
для ПЦР (например, Serum & plasma miScript miRNA PCR Array производства 
Quiagen и microRNA Ready-to-Use PCR panels производства Exiqon) и 800‒1500 
для чипов (например, miRCURY LNA microRNA Arrays производства Exiqon, 
США и miRNA 2.0‒3.0 arrays производства Affymetrix, США). Поэтому профи-
ли микроРНК плазмы, полученные с использованием разных наборов зондов, 
будут существенно различаться. Так, к настоящему времени большинство работ 
выполнено с использованием систем, позволяющих детектировать несколько 
десятков-сотен микроРНК, и именно на основании этих данных сложились су-
ществующие представления о профилях микроРНК плазмы. Для оценки профи-
ля микроРНК здоровых доноров были использованы чипы нового поколения, 
содержащие зонды к 2500 микроРНК (GeneChip miRNA 4.0 arrays, Affymetrix, 
США, созданы на основе MirBase, версия 20).

Чипы GeneChip miRNA 4.0, помимо зондов к микроРНК человека, содер-
жат зонды к микроРНК дрозофилы, в частности, D. melanogaster. Некоторые 
микроРНК D. melanogaster имеют гомологов у человека (Ibáñez-Ventoso et 
al., 2008) и поэтому при гибридизации с препаратами РНК человека давали 
интенсивный гибридизационный сигнал. Однако большинство микроРНК не 
имеют гомологов у человека (Ibáñez-Ventoso et al., 2008), в связи с чем уро-
вень их гибридизационного сигнала соответствует фоновым значениям. По-
этому фоновым сигналом считали гибридизационный сигнал микроРНК D. 
melanogaster, не имеющих гомологов у человека. В качестве порогового выбра-
ли значение 1,49 относительных единиц. Определенный таким образом порог 
соответствовал 95 перцентили, т.е. гибридизационный сигнал 95% микроРНК 
D. melanogaster оказался ниже порогового значения. 

Уровень экспрессии, превышающий фоновые значения, обнаружен для 262 
микроРНК. Таким образом, в плазме обнаружено ~ 10% известных микроРНК. 
Сходные данные получены при изучении профилей экспрессии различных типов 
клеток, в частности, клеток крови (Basso et al., 2009; X. Liu et al., 2012; Ward et 
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al., 2011). Среди 20 микроРНК с наиболее высоким уровнем экспрессии в плазме 
здоровых людей можно выделить hsa-miR-486-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-16-5p.

Оказалось, что среди обнаруженных нами микроРНК плазмы значительную 
часть (69 микроРНК; ~30%) составляют микроРНК, кодируемые миртронами. 
Миртроны – это гены микроРНК, локализованные в коротких интронах, так что 
в их процессинге роль Drosha выполняет сплайсосома (Curtis et al., 2012). Мир-
тронами кодируется ~15% микроРНК человека (Ladewig et al., 2012). Таким об-
разом, в плазме крови доля транскриптов этих необычных генов в два раза выше 
ожидаемой (p < 0,01). Следует отметить, что уровень экспрессии миртронов, как 
правило, ниже, чем у «канонических» микроРНК (Ladewig et al., 2012). Поэтому 
высокое содержание транскриптов миртронов в плазме может свидетельствовать 
о существовании механизмов их специфической секреции, возможно, основанных 
на разнице в механизмах процессинга миртронов и «канонических» микроРНК.

Профиль микроРНК плазмы, ассоциированных с гемолизом

Несмотря на то, что микроРНК в плазме довольно стабильны и выдержи-
вают несколько циклов замораживания-размораживания, разработка диагно-
стических критериев на их основе осложнена отсутствием общепринятых 
критериев контроля качества преаналитических стадий работы с образцами. 
К основным причинам преаналитической погрешности в оценке профиля ми-
кроРНК можно отнести контаминацию плазмы клеточными компонентами 
(прежде всего, тромбоцитами) и эритроцитарной микроРНК вследствие гемо-
лиза. Предложено несколько подходов к контролю качества плазмы для после-
дующего анализа профиля микроРНК. Самым простым и высокоэффективным 
является спектрофотометрическое определение концентрации гемоглобина в 
плазме крови. Этот метод позволяет на преаналитическом этапе исключить из 
исследования образцы с высоким уровнем гемолиза (более 0,22 г/л) (Kirschner 
et al., 2011). В то же время, необходимо понимать, что эритроциты могут по-
влиять на концентрацию в плазме ограниченного перечня микроРНК. Из-
вестно, что преобладающими микроРНК в эритроцитах являются несколько 
членов семейства let-7, микроРНК, ассоциированные с регуляцией гемопоэ-
за (miR-181A, miR-223, miR-15, miR-16, miR-451, miR-144) (S.-Y. Chen et al., 
2008; Rasmussen et al., 2010b). Уровень экспрессии характерных для эритроци-
тов микроРНК может быть использован в качестве критерия контроля качества 
аналогично уровню гемоглобина. Данный подход может быть полезен в слу-
чаях, когда исследователи работают с уже выделенной из плазмы микроРНК и 
не имеют информации об уровне гемоглобина. Несмотря на свою простоту и 
эффективность, данные подходы не лишены недостатков, в частности, они ис-
ключают из исследования значительное число образцов при том, что гемолиз 
затронул лишь незначительный спектр микроРНК.

Была сформирована коллекция плазмы крови, состоящая из 39 образцов. 
Забор крови производился с использованием вакуумно-аспирационных проби-
рок S-Monovette EDTA-KE 8 мл (Sarstedt, Германия). 
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Выделение плазмы производилось с помощью центрифуги 5810 R 
(Eppendorf, Германия) в два этапа по 10 минут каждый: первый – при 2000 × g, 
с последующим переносом верхней фазы в новую пробирку, второй этап про-
водился при 4000 × g. Все этапы проводились при комнатной температуре, ско-
рость разгона и торможения центрифуги устанавливалась на средний уровень.

В каждом образце плазмы определялось содержание гемоглобина. Опреде-
ление концентрации гемоглобина производилось спектрофотометрически с по-
мощью спектрофотометра NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, США) по формуле 
CHb=1,58A415−0,95A450−2,91A700 c пределом чувствительности 0,01 г/л (Fairbanks 
et al., 1992).

Выделение РНК осуществляли из 200 мкл плазмы с помощью набора реа-
гентов miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, Германия). Принцип действия на-
бора основан на гуанидин-тиоцианат-фенол-хлороформной экстракции с по-
следующей сорбцией РНК на кремниевой мембране.

Анализ некодирующих РНК в образцах проводили с помощью микрочипов 
GeneChip miRNA 4.0 (Affymetrix, США) по протоколу производителя. Анали-
зируемые данные микрочиповых исследований были совместно предобрабо-
таны, после чего была осуществлена оценка экспрессии для входящих в ми-
крочипы наборов проб. Предобработка и оценка экспрессии с использованием 
метода RMA проводились в Affymetrix Expression Console (версия 1.4.1.46).

Корреляционный анализ по методу Спирмена проводили в среде статисти-
ческих вычислений R для микроРНК с экспрессией выше 1,49 (Шкурников et 
al., 2015) в не менее чем 10% образцов. Для коррекции p-значения, связанной 
с учетом множественности проверки гипотез, использовался метод Бенджа-
мини-Хохберга. МикроРНК считали статистически значимо коррелирующей 
с уровнем гемоглобина при коэффициенте корреляции Спирмена не менее 0 и 
p<0,05 (после поправки Бенджамини-Хохберга).

Концентрация гемоглобина в образцах плазмы составила от 0,1 г/л до 
0,64 г/л (интерквартильный размах 0,30 – 0,37 г/л, медиана 0,30 г/л), что 
свидетельствует о гемолизе в ряде образцов. Один эритроцит содержит око-
ло 2–3×10−4 пг РНК (S.-Y. Chen et al., 2008) и около 30 пг гемоглобина. Ин-
терквартильный размах концентрации гемоглобина в 0,07 г/л соответствует 
гемолизу около 0,04% (1,87×107) эритроцитов.

В процессе эритропоэза эритробласт теряет ядро, последовательно переходя 
в ретикулоцит, а затем в зрелый эритроцит. Несмотря на потерю ядра, эритроцит 
содержит около 600 молекул РНК, а также некоторое количество микроРНК (Goh 
et al., 2007). Микрочиповый анализ микроРНК плазмы крови выявил 494 малых 
некодирующих РНК с уровнем экспрессии в более чем в 10% образцов выше 
1,49. Уровень 9 микроРНК значимо коррелировал с концентрацией гемоглобина: 
hsa-miR-486-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-451a, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-17-5p, 
hsa-miR-93-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-20b-5p. Полученные нами 
данные согласуются с результатами секвенирования. По результатам глубокого 
секвенирования транскриптома зрелых эритроцитов около 60% эритроцитарной 
микроРНК приходится на has-miR-451a (Azzouzi et al., 2015). Необходимо отме-
тить, что интерквартильный размах представленности микроРНК, коррелирую-
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щих с концентрацией гемоглобина, составил всего около единицы в log2-шкале 
(примерно соответствует одному циклу ПЦР), что не исключает возможности 
использования уровня этих микроРНК для диагностики даже в частично гемо-
лизированных образцах.

Нами впервые обнаружена связь между представленностью в плазме hsa-
miR-107, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-93-5p и hsa-miR-20b-5p и 
концентрацией гемоглобина, что может свидетельствовать о наличии этих ми-
кроРНК в эритроцитах.

Результаты исследования свидетельствуют о корреляции ограниченного 
спектра микроРНК плазмы крови с уровнем гемолиза.

Взаимосвязь уровня циркулирующих в плазме крови
микроРНК с их экспрессией в ткани

В рамках предварительных исследований была проверена гипотеза о взаи-
мосвязи циркулирующих в плазме крови микроРНК и поражения определен-
ного типа ткани организма. Была сформирована коллекция образцов плазмы 
крови. Цельная кровь получена от 18 пациентов с метастатической формой 
рака предстательной железы (РПЖ) и 18 пациентов с неметастатической 
формой РПЖ после подписания информированного согласия. Выделение 
плазмы осуществлялось согласно разработанному ранее протоколу, мини-
мизирующему гемолиз и выход микроРНК из форменных элементов крови
(M. Yu. Shkurnikov et al., 2016). Уровень гемолиза оценивался спектрофото-
метрически (Шкурников et al., 2015).

Выделение тотальной РНК производилось из 200 мкл плазмы крови путём 
гуанидин-тиоцианат-фенол-хлороформной экстракции с последующей сорб-
цией на кремниевой мембране с помощью набора реагентов miRNeasy Serum/
Plasma Kit (Qiagen, Германия) согласно протоколу производителя.

Образцы РНК анализировались с помощью микрочипов GeneChip miRNA 4.0 
(Affymetrix, США), детектирующих все некодирующие и малые РНК, входящие 
в базу данных miRBase v. 20, включая зрелые и незрелые микроРНК. Совместная 
предобработка CEL-файлов и оценка экспрессий индивидуальных наборов проб 
осуществлялась с помощью Affymetrix Expression Console (сборка 1.4.1.46) в ре-
жиме «RMA+DAGB-Human_only». Оценка характеристик дифференциальной 
представленности индивидуальных наборов проб в группах образцов, соответ-
ствующих метастатической и неметастатической формам РПЖ, осуществлялась 
с помощью Affymetrix Transcriptome Analysis Console (сборка 3.0.0.466).

Для анализа были оставлены только те наборы проб, для которых уровень 
представленности в логарифмической шкале находился выше уровня фона, то 
есть составлял не менее 1,49 (M. Yu. Shkurnikov et al., 2016). Для коррекции уров-
ней статистической значимости (p-value) с учетом множественности одновре-
менно проверяемых гипотез использовалась поправка Бенжамини-Хохберга.

Поиск пар микроРНК, разделяющих группы образцов, соответствующих 
метастатической и неметастатической формам РПЖ, осуществлялся на основе 
переборной стратегии (V. V. Galatenko et al., 2015). Последовательно рассматри-
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вались все пары, в которых обе микроРНК имели хотя бы в одной из групп пред-
ставленность выше уровня фона. Для каждой пары методом опорных векторов с 
линейным ядром строились классификаторы и оценивались их характеристики 
(Cortes & Vapnik, 1995). При построении использовалась логарифмическая шкала 
представленности. Штрафы за ошибки для групп брались обратно пропорцио-
нальными размерам групп образцов. Рассматривалось три значения штрафной 
константы C: 1, 16 и 256. Пара микроРНК считалась обеспечивающей удовлет-
ворительную классификацию, если хотя бы для одного из значений штрафной 
константы характеристики качества классификации удовлетворяли предустанов-
ленным порогам. В качестве значений порогов были выбраны 20% для общего 
числа ошибок и 70% для чувствительности и специфичности (дополнительный 
контроль чувствительности и специфичности при основном контроле общего 
числа ошибок позволяет обеспечить сбалансированность классификации).

Оценка уровня статистической достоверности гипотезы о том, что разде-
ление сравниваемых групп идентифицированной парой микроРНК не являет-
ся случайным, осуществлялась с использованием перестановочной техники 
(Monte Carlo permutation testing) (Ernst, 2004). Выбирался миллион случайных 
перестановок меток групп (все перестановки полагались равновероятными), 
для каждой перестановки описанным выше способом строились линейные 
классификаторы и вычислялась доля перестановок меток, для которых клас-
сификация удовлетворяла описанным выше порогам (не более 20% для обще-
го числа решений и не менее 70% для чувствительности и специфичности). 
Оценка p-value полагалась равной этой доле.

После совместной предобработки CEL-файлов и исключения из рассмотре-
ния микроРНК с уровнем представленности не выше фонового в каждой из 
двух сравниваемых групп (группы образцов, соответствующих метастатиче-
ской и неметастатической формам РПЖ), в рассмотрении остался 231 набор 
проб, соответствующий в совокупности 230 видам микроРНК.

Ни одна из микроРНК не была дифференциально представлена в сравниваемых 
группах образцов (наименьшее нескорректированное p = 2,2 × 10−4, что соответ-
ствует скорректированному p = 0,999 при поправке на общее число наборов проб 
и 0,052 при коррекции на наборы проб, имеющих хотя бы в одной из групп об-
разцов экспрессию выше фоновой). Однако в силу того, что транскрипты со срав-
нительно низким уровнем индивидуальной дифференциальной представленности 
могут в совокупности обеспечивать высокую информативность (V. V. Galatenko et 
al., 2015), был осуществлен поиск пар микроРНК, обеспечивающих качественное 
разделение сравниваемых групп. Метод опорных векторов при настройке клас-
сификатора минимизирует не число ошибок, а функционал, одновременно учи-
тывающий ширину разделяющего коридора и суммарный штраф за попадание в 
разделяющий коридор и далее в неверную полуплоскость. Среди пар, состоящих 
из микроРНК с представленностью хотя бы в одной из групп на уровне выше фо-
нового, были отобраны все те пары, которые обеспечили совокупное число оши-
бок не более 20%, а также чувствительность и специфичность не менее 70%. 

Выявлено три пары, удовлетворяющие данным критериям: hsa-miR-320c, 
hsa-miR-5680; hsa-miR-328-5p, hsa-miR-6805-5p; hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-297. 
Первые две пары обеспечили сходное качество классификации: чувствитель-
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ность 72,2%, специфичность 83,3% (совокупная доля ошибок 19,4%), третья 
пара позволила достичь чувствительности 72,2% при специфичности 88,9% (со-
вокупная доля ошибок также 19,4%). С учетом максимальной чувствительности 
и специфичности наиболее перспективной для изучения и практического приме-
нения представляется третья пара (hsa-miR-19b-3p, hsa-miR-297). В данной паре 
обе микроРНК имеют более высокую представленность в плазме крови пациен-
тов с метастатической формой РПЖ. Статистическая значимость разделяющей 
способности этой пары микроРНК, оцененная с использованием традиционной 
перестановочной техники, оказалась достаточно высокой (p < 5,0 × 10−5).

Ранее было показано, что уровень miR-297 более чем в 2 раза повышен в 
сыворотке больных РПЖ по сравнению с больными с доброкачественной 
гиперплазией предстательной железы (Haldrup et al., 2014). При этом в ан-
дроген-независимых линиях РПЖ, таких как PC3 и DU145, hsa-miR-297 экс-
прессируется на высоком уровне и является необходимой для проявления эф-
фектов прогрессии РПЖ, связанных с онкогенной длиной некодирующей РНК 
PlncRNA-1 (Fang et al., 2016). 

Hsa-miR-19b-3p относится к кластеру miR-17-92, который характеризует-
ся онкогенными свойствами благодаря регуляции клеточной выживаемости, 
пролиферации, дифференцировки и клеточного цикла. Было показано, что сти-
муляция гиперэкспрессии данного кластера в клеточной линии РПЖ DU-145 
приводит к повышению пролиферативной, миграционной и инвазивной актив-
ности (P. Zhou et al., 2016).

Таким образом, в ряде предвариварительных экпрериментов был охарак-
теризован профиль микроРНК плазмы доноров, продемонстрирована возмож-
ность работы с образцами плазмы контаминированными гемолизом, показана 
взаимосвязь профиля микроРНК и поражения определенной ткани организма 
человека. Данные исследования заложили методические основы для оценки 
роли микроРНК в патогенезе COVID-19.

Статистическая обработка данных

Частоты аллелей в рассматриваемых когортах оценивали путем деления чис-
ла встречаемости данного аллеля на удвоенное число пациентов в когорте (т.е. 
идентичные аллели учитывали как две встречаемости). Для статистического 
анализа использовали следующие функции из библиотеки stats в R: fisher.test 
для точного критерия Фишера, wilcox.test для U-критерия Манна-Уитни. Кроме 
того, была использована поправка на множественность сравнений Бенджами-
ни-Хохберга. Графики были построены с помощью библиотек ComplexHeatmap, 
pheatmap и ROCit.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б.

РУКОВОДСТВО ПО РАСЧЕТУ «ИНДЕКСА РИСКА» С 
ПОМОЩЬЮ ПРОГРАММНОГО ОБЕСПЕЧЕНИЯ «АФФИСЕНС»

При разработке способа оценки риска развития тяжелой формы течения  
коронавирусной инфекции COVID-19 (патент RU 2 751 410), реализован-
ного в виде программного обеспечения «Аффисенс» по ТУ 58.29.32-001-
16992475-2021, было проведено HLA-генотипирование 111 умерших паци-
ентов с COVID-19, а также 428 человек из контрольной группы (Shkurnikov 
et al., 2021). Валидация способа оценки риска была проведена на выборке 
45 пациентов с коронавирусной инфекцией COVID-19 (Iturrieta-Zuazo et al., 
2020).

Состав функций

1) Проверки целостности базы данных интегральных оценок аффинности 
взаимодействия вариантов аллелей генов HLA-A, HLA-B, HLA-C с пептида-
ми белков вируса SARS-CoV-2 (штамм Wuhan-Hu-1, NCBI Reference Sequence: 
NC\_045512.2) перед каждым анализом.

2) Ручной ввод генотипа аллелей генов HLA-A, HLA-B, HLA-C.
3) Автоматическая проверка соответствия введенной информации требова-

ниям программного обеспечения «Аффисенс».
4) Инвариантное определение индекса риска развития тяжелой формы тече-

ния коронавирусной инфекции COVID-19.
5) Оценка принадлежности носителя генотипа аллелей генов HLA-A, HLA-B, 

HLA-C к одной из трех категорий риска развития тяжелой формы течения корона-
вирусной инфекции COVID-19: «низкий риск», «средний риск», «высокий риск».

УСЛОВИЯ ВЫПОЛНЕНИЯ ПРОГРАММЫ

Минимальный состав аппаратных средств

Для работы программного обеспечения «Аффисенс» требуется IBM-совме-
стимый персональный компьютер (ноутбук), включающий в себя:

– процессор семейства х86 с тактовой частотой 1 ГГц или выше;
– оперативную память объемом 2 Гб или выше;
– жесткий диск объемом 40 Гб и выше;
– графический адаптер: графическое устройство Microsoft DirectX 9;
– монитор с разрешением экрана не менее 1024 x 768 пикселей.
Системные программные средства, используемые программным обеспече-

нием «Аффисенс», должны быть представлены локализованной версией опе-
рационной системы Windows 10 или выше и средой разработки и исполнения 
Python 3.6 или выше.
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Скачать и установить среду разработки и исполнения Python версии не ниже 
3.6 рекомендуется с официального сайта https://www.python.org. 

Требования к персоналу (пользователю)

Конечный пользователь программы (оператор) должен обладать практиче-
скими навыками работы с графическим пользовательским интерфейсом опера-
ционной системы, должен быть аттестован минимум на II квалификационную 
группу по электробезопасности, иметь квалификацию «Пользователь ЭВМ».

Недопустимо использование программного обеспечения для нового спосо-
ба медицинского применения, не заявленного в данном руководстве оператора.

Требования к данным о генотипе аллелей генов HLA-A, HLA-B, 
HLA-C

Данные о генотипе аллелей генов HLA-A, HLA-B, HLA-C должны содер-
жать достоверную информацию с точностью до второй группы знаков.

Следует использовать результаты генотипирования аллелей генов HLA-A, 
HLA-B, HLA-C с помощью высокопроизводительного секвенирования (NGS).

ВЫПОЛНЕНИЕ ПРОГРАММЫ

Загрузка и запуск программы

Запустить программное обеспечение «Аффисенс» двойным нажатием на 
ярлыке «main.py» (рис. Б.1),

 

Рис. Б.1

После запуска программного обеспечения «Аффисенс» откроется диалого-
вое окно (рис. Б.2).

 

Рис. Б.2
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ВЫПОЛНЕНИЕ ПРОГРАММЫ

1) Перед началом ввода данных генотипа необходимо вписать в протокол 
(лабораторный журнал) уникальный идентификатор пациента и данные о ге-
нотипе аллелей генов HLA-A, HLA-B, HLA-C.

2) Диалоговое окно содержит запрос программы на ввод генотипа первой 
аллели гена HLA-A (рис. Б.3).

 

Рис. Б.3

3) Оператору необходимо ввести генотип аллели в формате HLA-X*YY:ZZ, 
где Х -- название гена, YY -- серотип аллели, а ZZ -- вариант серотипа аллели 
(рис. Б.4).

Допустим ввод генотипа аллели в формате HLA-XYY:ZZ, где Х -- название 
гена, YY -- серотип аллели, а ZZ -- вариант серотипа аллели.

 

Рис. Б.4

4) После корректного ввода генотипа первой аллели программа выдаст за-
прос на ввод генотипа второй аллели (рис. Б.5). Его необходимо ввести в соот-
ветствии с требованиями формата ввода, указанными в п.п. 3.

 

Рис. Б.5

5) После корректного ввода генотипов шести аллелей программа выдаст 
значение «Индекса риска» (рис. Б.6).
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Рис. Б.6

Завершение работы программы

После корректного ввода генотипов шести аллелей и вывода значения «Ин-
декса риска» программное обеспечение «Аффисенс» ожидает нажатия любой 
клавиши для завершения работы программы.

Интерпретация результатов

В математическую модель передается генотип аллелей генов HLA-A, 
HLA-B, HLA-C. Математическая модель возвращает «Индекс риска», отража-
ющий интегральную оценку способности пациента сформировать популяцию 
CD8+ Т-лимфоцитов, направленную против вируса SARS-CoV-2.

Врач, пользуясь данной информацией, формирует заключение по прогнозу 
течения COVID-19 у пациента, принимая данные по «Индексу риска» или фор-
мирует собственную оценку риска тяжелого течения COVID-19, основываясь 
на результатах анализа аффинности взаимодействия молекул ГКГС класса 1 
с пептидами  вируса SARS-CoV-2, содержащуюся в файле affinity_report.csv.
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