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РЕФЕРАТ Существенная часть летальных исходов при тяжелом течении COVID-19 обусловлена некон-
тролируемой гиперактивацией иммунной системы – цитокиновым штормом. При инфекции SARS-
CoV-2 в плазме крови изменяются также уровни одного из классов микроРНК – коротких регулятор-
ных РНК. Однако недостаточно хорошо изучено изменение уровней этих молекул в различных клетках 
крови при тяжелом течении COVID-19. В представленной работе сравнивали уровни микроРНК в эри-
троцитах, моноцитах и лимфоцитах в норме и у пациентов с тяжелым COVID-19. Эритроциты и моно-
циты (пять здоровых доноров и пять пациентов с тяжелым COVID-19), а также лимфоциты (четыре 
здоровых донора и четыре пациента с тяжелым COVID-19) были получены методом FACS (сортиров-
ка клеток с активированной флуоресценцией). Из полученных клеток выделяли РНК и проводили 
высокопроизводительное секвенирование малых РНК. Были проанализированы и идентифицирова-
ны как известные, так и новые микроРНК, экспрессия которых достоверно изменялась при тяжелом 
COVID-19. В эритроцитах обнаружено изменение экспрессии семи микроРНК (снижение пяти и по-
вышение – двух); в лимфоцитах найдено 13 микроРНК, уровни экспрессии которых достоверно из-
менялись, причем у всех они были повышены, в моноцитах экспрессия 11 микроРНК была подавлена, 
а трех активирована. Анализ новых (ранее неизвестных) микроРНК показал снижение экспрессии 
трех ранее неизвестных микроРНК в лимфоцитах и повышение одной. В моноцитах и эритроцитах 
новые дифференциально экспрессируемые микроРНК не обнаружены. Дополнительно анализировали 
сигнальные пути, микроРНК с измененной экспрессией, используя с этой целью анализ обогащения 
микроРНК (miEAA) и базы данных мишеней микроРНК Gene Ontology (miRTarBase). В лимфоцитах 
выявили четыре достоверно обогащенных пути (Q-value < 0.05) и 339 обедненных, тогда как в моноци-
тах 118 путей были обогащены, а шесть обеднены. В эритроцитах достоверно измененных сигнальных 
путей не обнаружено.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА микроРНК, тяжелое течение COVID-19, эритроциты, моноциты, лимфоциты, малые 
РНК, NGS.

ВВЕДЕНИЕ
COVID-19 – это сложное заболевание, при котором 
изменяется профиль экспрессии многих молекул 
в клетках крови [1]. В подавляющем большинстве 
исследований сравнивают профили экспрессии 
генов, кодирующих белки. Ранее было показано, 
что некодирующие РНК (длинные некодирующие 
РНК, piРНК [2]) и особенно микроРНК играют клю-

чевую регуляторную роль. В частности, микроРНК 
являются ключевыми регуляторами иммунного от-
вета, влияющими на процессы созревания, проли-
ферации, дифференцировки и активации иммунных 
клеток, продукцию антител и высвобождение вос-
палительных медиаторов [3]. Изменения уровней 
микроРНК обычно определяют в плазме и сыво-
ротке крови. Целый спектр этих молекул признан 
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маркерами тяжелого течения COVID-19 [4]. Однако 
неясно, микроРНК каких клеток попадают в плаз-
му. Также особое значение имеют изменения вну-
триклеточных сигнальных процессов, происходящих 
под влиянием некодирующих РНК. Ранее были по-
казаны изменения уровней длинных некодирующих 
РНК в моноцитах и лимфоцитах при COVID-19 [5, 
6]. При этом уровни микроРНК в плазме крови ме-
няются не только под влиянием нормальных, об-
ладающих ядром, рибосомами и митохондриями, 
клеток, но и лишенных этих структур эритроцитов. 
Известно, что профили микроРНК в эритроцитах 
изменяются при серповидно-клеточной анемии [7], 
пароксизмальной ночной гемоглобинурии [8], а так-
же при болезни Паркинсона [9]. Кроме того, эри-
троциты секретируют внеклеточные везикулы, не-
сущие многочисленные микроРНК, модулирующие 
иммунный ответ [10]. В нашей работе сравнивали 
профили экспрессии микроРНК в эритроцитах, 
лимфоцитах и моноцитах, полученных от контроль-
ных доноров и пациентов с тяжелым течением 
COVID-19, а также оценивали изменения сигналь-
ных путей в этих клетках.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Пациенты, забор крови и сортировка клеток 
Кровь забирали из срединной локтевой вены пяти 
контрольных доноров (четверо мужчин и одна жен-
щина, возраст 29–73 г.) и пяти пациентов с тяже-
лым течением COVID-19 (четверо мужчин и одна 
женщина, возраст 53–76 лет). Клинические дан-
ные пациентов с тяжелым COVID-19 представле-
ны в табл. 1 и в дополнительных материалах. 
От всех участников исследования получено пись-
менное информированное согласие. Исследование 
проведено в соответствии с принципами Хельсинк-
ской декларации и одобрено этическим комитетом 
больницы № 40 (Сестрорецк, Санкт-Петербург) 
18 мая 2020 г., протокол № 171.

Клетки сортировали на клеточном сортере MoFlo 
Astrios EQ (Beckman Coulter). Для сортировки эри-
троцитов 2 мкл цельной крови растворяли в 100 мкл 
фосфатно-солевого буфера (PBS) и окрашивали ан-
тителами к CD235, CD45, CD41. После окрашива-

ния сортировали 5 млн событий (клеток) CD235+. 
Осадок замораживали на сухом льду. Для сортиров-
ки лимфоцитов и моноцитов 100 мкл цельной крови 
обрабатывали 1 мл раствора VersaLyse и окраши-
вали антителами. Подробное описание процедуры 
сортировки и гейтинга описано в работе [2]. После 
сортировки суспензию центрифугировали в течение 
10 мин при 2000 g.

Выделение РНК и NGS-секвенирование
К клеткам, замороженным на сухом льду, добавля-
ли 900 мкл реагента ExtractRNA («Евроген», Россия) 
и выделяли РНК согласно протоколу. Концентрацию 
РНК определяли с  использованием реагента 
QuantiFluor RNA System (Promega, США). Качество 
РНК лейкоцитов определяли на приборе TapeStation 
(Agillent, США). Использовали только образцы 
с RIN > 7. Библиотеки готовили с использованием 
набора MGIEasy Small RNA Library Prep Kit V2.0 
(BGI-940-000196-00), очищали с помощью электро-
фореза в 6% ПААГ, вырезая полосу 100–130 п.н., 
соответствующую длине транскрипта 17–47 ну-
клеотидов. Секвенирование проводили на прибо-
ре DNB-SEQ-G400 (BGI) с использованием набора 
DNBSEQ-G400RS High-throughput Sequencing Set 
(Small RNA FCL SE50) (BGI-1000016998).

Биоинформатическая и статистическая 
обработка
От каждого образца был получен файл размером 
700–1200 мегабайт (11–20 млн ридов на файл, Q30 
(%) 93–97). Тримминг адаптера, аннотацию ми-
кроРНК и поиск новых микроРНК выполняли в веб-
сервисе Mirmaster 2.0 [11]. Аннотацию известных 
микроРНК проводили с использованием MirBase 
[12] версии 22.1. Необработанные данные пред-
ставлены в дополнительных материалах. Названия 
новым микроРНК присваивали с использованием 
встроенного алгоритма веб-сервиса Mirmaster 2.0. 
Графики строили в Rstudio версии 2023.09.1 + 494.
pro2. Достоверность различий в уровнях как извест-
ных, так и вновь предсказанных микроРНК анали-
зировали с использованием критерия Уилкоксона–
Манна–Уитни. Профили микроРНК анализировали 
с использованием инструмента miRNA Enrichment 

Таблица 1. Клинические данные пациентов с тяжелым течением COVID-19 

Пациент Пол Возраст, г. Интерлейкин-6, пг/мл С-реактивный 
белок, мг/л 

Состояние на момент 
забора крови 

1 Мужской 53 34 106.7 Тяжелое
2 Мужской 57 204 45.1 Тяжелое
3 Мужской 73 62 105.7 Тяжелое
4 Женский 75 24 58.9 Средней тяжести 
5 Мужской 76 2398 10.2 Средней тяжести
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Analysis and Annotation Tool (miEAA 2.1) [13]. 
Для анализа наших данных в miEAA использо-
вали отношение Fold change-p-value со следую-
щей формулой: –log10P*sign(log2(FoldChange)). 
Сигнальные пути аннотировали с использованием 
miRTarBase (Release 9.0 beta) [14]. Анализировали 
только сигнальные пути и мишени с Q-value < 0.05. 
Предсказание мишеней новых микроРНК выполня-
ли с использованием сервиса miRBD [15].

РЕЗУЛЬТАТЫ
В начале работы анализировали экспрессию ми-
кроРНК отсортированных клеток крови каж-
дого типа (эритроцитов, лимфоцитов и моноци-
тов). При анализе дифференциальной экспрессии 
микроРНК в эритроцитах обнаружили повыше-
ние уровня двух из них и снижение пяти (рис. 1, 
табл. 2). Уровень всех 13 статистически значимых 
микроРНК в лимфоцитах оказался повышенным 
(рис. 1, табл. 2). Моноциты характеризовались бо-
лее разнообразной картиной активации и подавле-
ния микроРНК: экспрессия трех была активирована, 
а 11 подавлена (рис. 1, табл. 2).

Оценка сигнальных путей, измененных 
под действием микроРНК в эритроцитах, 
лимфоцитах и моноцитах
Возможные изменения (статистическое обогащение 
или обеднение) сигнальных путей при тяжелом те-
чении COVID-19 изучали с использованием анализа 
обогащения микроРНК (miEAA) и MirTarBase (Gene 
Ontology). Список путей с наименьшими Q-val по-
казаны на рис. 2. Полный список путей (Q-value 
< 0.05) приведен в дополнительных материалах. 
Применение этих алгоритмов не выявило сигналь-
ных путей, профиль которых статистически зна-
чимо изменяется в эритроцитах при COVID-19. 
Однако установлено, что микроРНК влияют на раз-
личные сигнальные пути в моноцитах и лимфоци-
тах.

Идентификация репертуара новых, 
предсказанных микроРНК, экспрессия которых 
изменяется при тяжелом течении COVID-19
Поиск новых микроРНК в трех клеточных популя-
циях (эритроциты, лимфоциты и моноциты) выявил 
только четыре таких микроРНК и только в моноци-
тах. В других типах клеток достоверных изменений 
уровней таких микроРНК не обнаружено (рис. 3). 
Последовательности этих микроРНК и их предше-
ственников приведены в табл. 3.

Для оценки возможного влияния этих микроРНК 
на передачу сигналов в клетках мы попытались 
найти их потенциальные гены-мишени и исполь-

Рис. 1. Дифференциальная экспрессия микроРНК 
в эритроцитах, лимфоцитах и моноцитах. Из полу-
ченных данных составлены списки микроРНК, норма-
лизованный уровень экспрессии которых достоверно 
изменился. Эти списки представлены в табл. 2. Fold 
change – кратность 
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Таблица 2. Дифференциальная экспрессия микроРНК 
в эритроцитах, лимфоцитах и моноцитах при тяжелом 
течении COVID-19

микроРНК
Изме-
нение, 
разы

P-val, 
критерий 

Уилкоксона–
Манна–
Уитни

Экспрессия

Эритроциты
hsa-miR-550a-5p 2.25 0.016 Снижена
hsa-miR-12136 2.60 0.016 Повышена
hsa-miR-449a 3.18 0.02 Снижена

hsa-miR-619-5p 3.18 0.021 Снижена
hsa-miR-1277-5p 2.36 0.032 Снижена
hsa-miR-1228-5p 2.11 0.032 Повышена
hsa-miR-3187-3p 2.30 0.036 Снижена

Лимфоциты
hsa-miR-21-3p 6.99 0.029 Повышена
hsa-miR-23a-5p 3.62 0.029 Повышена
hsa-miR-27a-5p 2.18 0.029 Повышена
hsa-miR-24-2-5p 2.16 0.029 Повышена
hsa-miR-25-5p 3.11 0.029 Повышена
hsa-miR-484 3.17 0.029 Повышена

hsa-miR-34a-5p 7.58 0.029 Повышена
hsa-miR-185-3p 2.69 0.029 Повышена
hsa-miR-503-5p 2.72 0.029 Повышена
hsa-miR-3614-5p 3.08 0.029 Повышена
hsa-miR-130b-5p 2.47 0.029 Повышена
hsa-miR-10398-3p 2.80 0.029 Повышена

hsa-miR-7705 2.42 0.029 Повышена
Моноциты

hsa-miR-4732-5p 6.89 0.008 Снижена
hsa-miR-12136 3.98 0.008 Снижена

hsa-miR-450a-2-3p 2.67 0.008 Повышена
hsa-miR-708-5p 11.62 0.008 Снижена
hsa-miR-34a-5p 3.21 0.008 Повышена
hsa-miR-6734-5p 2.34 0.008 Снижена

hsa-miR-8485 2.43 0.008 Снижена
hsa-miR-6125 2.07 0.012 Снижена

hsa-miR-33b-5p 3.52 0.016 Повышена
hsa-miR-151b 2.07 0.016 Снижена
hsa-miR-4484 3.42 0.032 Снижена
hsa-miR-31-5p 2.12 0.032 Снижена

hsa-miR-151a-5p 2.01 0.032 Снижена
hsa-miR-5187-5p 2.39 0.036 Снижена

зовали с этой целью сервис miRBD [15]. Наиболее 
вероятные (score > 95) гены-мишени представле-
ны в табл. 4. Полный список возможных мишеней 
(score > 50) приведен в дополнительных материа-
лах. Для hsa-miR-3-3p не найдено высокооцененных 
мишеней (score > 95).

ОБСУЖДЕНИЕ
Прежде чем обсуждать достоверность результа-
тов, следует сделать несколько важных замечаний. 
Большинство изменений профилей экспрессии, ско-
рее всего, не связаны с эффектами гипоксии, по-
скольку сатурация O2 у всех пациентов с тяжелым 
течением COVID-19 превышала 93%, что не позво-
ляет говорить о каком-либо воздействии на клетки 
крови. Эти изменения не связаны с серьезными со-
путствующими заболеваниями, поскольку пациенты 
с такими патологиями в нашу выборку не вошли. 
Кроме того, следует отметить, что для оценки до-
стоверности изменений концентраций микроРНК 
проведено повторное секвенирование. В результа-
те показали, что уровни экспрессии менее 10 ридов 
плохо воспроизводимы при таком секвенировании. 
Таким образом, мы считали значимыми измене-
ния уровней только тех микроРНК, медианные 
уровни которых хотя бы в одной группе (контроль 
или COVID-19) были выше 10 ридов. Все микроРНК, 
указанные нами как имеющие достоверные разли-
чия, соответствовали заявленному критерию. 

Механизм изменения профиля микроРНК в эри-
троцитах до конца не изучен. Зрелые эритроциты 
лишены ядер [16] и, следовательно, не способны 
синтезировать пре-микроРНК. Поэтому регуляция 
экспрессии должна осуществляться либо на ста-
дии вырезания пре-микроРНК, либо на стадии вы-
резания микроРНК. Также возможна регуляция 
профиля экспрессии на стадии незрелого эритро-
цита, обладающего ядром. Однако последний ме-
ханизм маловероятен, поскольку цитокиновый 
шторм, индуцированный COVID-19, развивается 
быстро, до существенного обновления эритроци-
тов периферической крови. Учитывая, что средняя 
продолжительность жизни эритроцита составля-
ет 120 дней [17], при тяжелом течении COVID-19 
вероятно ее сокращение из-за быстрого гемолиза 
и обновления эритроцитов. До сих пор не совсем 
ясно, как быстро обновляются эти клетки при ин-
фекции SARS-CoV-2. Известны физиологиче-
ские условия, при которых изменяется профиль 
микроРНК в эритроцитах. Подобные изменения 
обычно связаны с хроническими заболеваниями 
или другими долгосрочными воздействиями на ор-
ганизм. Показано изменение паттерна экспрессии 
микроРНК при серповидно-клеточной анемии [7], 
пароксизмальной ночной гемоглобинурии [8], а так-
же при болезни Паркинсона [9]. Кроме того, у жите-
лей высокогорных регионов также наблюдаются из-
менения экспрессии микроРНК в эритроцитах [18]. 
микроРНК, содержащиеся в эритроцитах, не могут 
влиять на синтетическую способность этих клеток, 
поскольку эритроциты лишены рибосом, а следо-
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Рис. 2. Оценка основных сигнальных путей, достоверно (Q-value < 0.05) изменяемых микроРНК в моноцитах 
и лимфоцитах

ЛимфоцитыМоноциты Обогащенные пути

Обедненные пути

позитивная регуляция 
миграции метанефрических 
мезенхимальных клеток

позитивная регуляция 
дифференцировки 
гладкомышечных клеток

регуляция дифференцировки 
астроцитов

рибонуклеозид-дифосфат 
редуктазная активность

связывание DH-домена

морфогенез 
кортикоспинального тракта

фасцикуляция аксонов 
моторных нейронов

развитие метанефрических 
мезангиальных клеток

фасцикуляция проекций 
нейронов

позитивная регуляция 
активность фактора обмена 
гуаниновых нуклеотидов  
GTP-азы Rho

метаболизм инозитола

метаболизм микроРНК

протеинкиназная активность, 
зависимая от cAMP

регуляция активности 
хлоридного канала, 
зависимого от кальция 

активность убиквитинлигазы 
гистона H2AK119

регуляция ДНК-связывающей 
транскрипционной активности

организация аутофагосомы

организация мембраны

негативная регуляция 
транскрипционного фактора 
CREB

эмбриональный морфогенез 
конечностей

активность фосфолипазы А1

клеточный ответ 
на дитиотреитол

клеточный ответ 
на микотоксин

дифференцировка клеток 
хрусталика

негативная регуляция 
поддержки теломерного 
соединения сестринских 
хроматид при митозе

активность МАРККК

позитивная регуляция 
циклазной активности

закрепление 
микротрубочек

связывание митоген-
активируемой киназы р38

развитие внутреннего уха

P-value

0.001	 0.005	 0.01	 0.05

0.001	 0.005	 0.01	 0.05

P-value

P-value P-value

0.001	 0.005	 0.01	 0.05

0.001	 0.005	 0.01	 0.05

входит в число 246 микроРНК, дифференциально 
экспрессируемых в экзосомах плазмы пациентов 
с COVID-19, что указывает на ее потенциальную 
вовлеченность в процессы цитокинового шторма 
[19]. hsa-miR-12136 вошла в топ-10 микроРНК, диф-
ференциально экспрессируемых и активированных 
у пациентов с COVID-19. Кроме того, ROC-анализ 
показал, что уровни экспрессии hsa-miR-12136 на-
ряду с другими микроРНК позволяют с высокой 
эффективностью отличить госпитализированных 
пациентов с COVID-19 от здоровых лиц контроль-
ной группы [20]. Это совпадает с нашими наблю-
дениями, согласно которым величина повышения 

вательно, трансляции и микроРНК-опосредованно-
го сайленсинга. Однако показано, что эритроциты 
могут выделять везикулы, которые циркулируют 
в крови. Содержимое этих везикул, в том числе 
и микроРНК, может попадать в другую клетку, где 
микроРНК будет изменять экспрессию генов в этой 
клетке.

Сравнение изменений уровней микроРНК эри-
троцитов выявило активацию только двух ми-
кроРНК – miR-1228-5p и hsa-miR-12136. В различ-
ных исследованиях, связанных с COVID-19, обе эти 
микроРНК идентифицированы как дифференци-
ально экспрессируемые. В частности, miR-1228-5p 
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уровня hsa-miR-12136 является второй среди семи 
других дифференциально экспрессируемых ми-
кроРНК эритроцитов. С другой стороны, показано 
значительное снижение экспрессии hsa-miR-449a. 
Эта микроРНК идентифицирована как опухоле-
вый супрессор при различных видах рака, вклю-
чая нейробластому и рак эндометрия [21]. Известно, 
что hsa-miR-449a ингибирует пролиферацию опухо-
левых клеток, индуцируя дифференцировку клеток 
и вызывая остановку клеточного цикла. Например, 
сверхэкспрессия hsa-miR-449a при нейробластоме 
приводит к дифференцировке опухолевых клеток 
и подавлению ключевых регуляторов клеточного 
цикла, таких как CDK6 и LEF1 [22].

Обнаружено повышение экспрессии ряда ми-
кроРНК в лимфоцитах. Одной из них, оказалась 
hsa-miR-21-3p. Ранее было показано, что шесть ми-
кроРНК, включая miR-21-3p, могут непосредственно 
связываться с РНК вирусного генома всех корона-
вирусов человека, включая SARS-CoV-2, и регули-
ровать экспрессию их генов. Самый высокий уро-
вень связывания с геномом коронавируса человека 
был у miR-21-3p [23]. Полученные в нашей рабо-
те данные совпадают с результатами [24], которые 
указывают на то, что hsa-miR-21-3p активируется 
при инфекции SARS-CoV-2. Эта активация связа-
на с замедленным иммунным ответом, что может 
способствовать выживанию и репликации виру-
са. В частности, hsa-miR-21-3p взаимодействует 
с мРНК вирусного полипротеина 1a, что является 
консервативной особенностью всех коронавиру-
сов человека [24, 25]. Другая значимо повышенная 
микроРНК – hsa-miR-9-5p – идентифицирована 
как микроРНК, способная нацеливаться на 3’-не-
транслируемую область (3’UTR) гена ACE2. Белок 
ACE2 (ангиотензин-превращающий фермент 2) не-
обходим для проникновении SARS-CoV-2 в клетки 
хозяина. Регулируя ACE2, hsa-miR-9-5p потенци-
ально может влиять на восприимчивость к инфек-
ции и тяжесть симптомов COVID-19 [26]. Также 
в исследовании Haldar A. и соавт. отмечено, что hsa-
mir-23a-5p ассоциирована с генами белков хозяи-
на SARS-CoV-2, в частности с SERPING1 [27]. Ген 
SERPING1 кодирует C1-ингибитор (C1-INH), кото-
рый является важным членом суперсемейства ин-
гибиторов сериновых протеаз (serpin) [28]. C1-INH 
помогает контролировать воспаление, ингибируя 
плазменный калликреин и фактор XIIa, которые 
участвуют в продукции брадикинина – пептида, по-
вышающего проницаемость кровеносных сосудов 
и способствующего развитию воспалительного от-
вета [29]. Связываясь с этими белками, C1-INH пре-
дотвращает чрезмерную продукцию брадикинина, 
тем самым регулируя транспорт жидкости в ткани 

Рис. 3. Дифференциальная экспрессия новых ми-
кроРНК в эритроцитах, лимфоцитах, моноцитах
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во время воспалительных реакций [30]. Следует от-
метить, что для объяснения сердечно-сосудистых 
осложнений, возникающих при тяжелом течении 
COVID-19, теория активации брадикинина является 
одной из самых популярных [31]. Полученные нами 
данные об участии hsa-mir-23a-5p в патогенезе тя-
желого COVID-19 согласуются с упомянутыми ра-
ботами [27].

Среди трех активированных микроРНК моно-
цитов стоит отметить hsa-miR-33b-5p. Известно, 
что miR-33b влияет на различные функции кле-
ток, связанные с иммунным ответом и воспалением. 
Она вовлечена в регуляцию продукции провоспа-
лительных цитокинов и поляризацию макрофагов. 
Например, показано, что miR-33b может модули-
ровать экспрессию генов, участвующих в воспали-
тельных путях, тем самым влияя на выживаемость 
и функцию моноцитов во время воспалительных 
реакций [32, 33]. Кроме того, установлено, что дру-
гая микроРНК hsa-miR-151a-5p (обнаружена в на-
шем исследовании моноцитов) связывается непо-
средственно с РНК-транскриптами SARS-CoV-2 
[26], в частности, нацеливаясь на ген S-белка [34]. 
Показано, что hsa-miR-151a-5p участвует в мо-
дуляции воспалительного ответа при инфекции 
SARS-CoV-2 [35]. Считается, что типичная дисре-
гуляция иммунного ответа, которую мы наблюдаем 
при COVID-19, может быть связана с изменениями 
уровней экспрессии ряда микроРНК, в число кото-
рых входит и hsa-miR-151a-5p [35, 36].

В дополнение к изучению дифференциальной 
экспрессии микроРНК в эритроцитах, лимфоцитах 

и моноцитах мы подвергли наши наборы микроРНК 
анализу обогащения микроРНК (miEAA), что позво-
лило проанализировать различные пути, в которые 
вовлечены микроРНК (рис. 2). Алгоритм miEAA ра-
ботает с сигнальными путями базы GeneOntology 
(GO term) [37]. В ходе поиска по этой базе в эри-
троцитах не найдены статистически значимые 
обогащенные и обедненные пути. Такой резуль-
тат связан с тем, что зрелый эритроцит не имеет 
ни мощной системы передачи сигналов, ни серьез-
ной транскрипционной активности. Следует от-
метить, что в исследовании 2020 года сигнальных 
путей, регулируемых микроРНК, было показано, 
что miR-4732-3p нацелена на компоненты сигналь-
ного пути TGF-β (SMAD2 и SMAD4) [38], которые 
участвуют в эритропоэзе и способствуют пролифе-
рации клеток во время эритроидной дифференци-
ровки. Изучение регуляции гемопоэза, проведенное 
в 2024 году, показало, каким образом miR-7145 уси-
ливает эритропоэз, одновременно ингибируя диф-
ференцировку миелоидных клеток-предшествен-
ников через сигнальный путь JAK1/STAT3 [39]. 
Экспрессия miR-7145 коррелирует с экспрессией 
фактора транскрипции GATA1, ключевого для раз-
вития эритроцитов. Тем не менее упомянутые ми-
кроРНК участвуют на стадиях предшественников 
эритроцитов, что позволяет предположить, что об-
наружение упомянутых микроРНК в зрелых эри-
троцитах, скорее всего, является свидетельством 
процессов, происходящих во время эритропоэза. 
Таким образом, отсутствие сигнальных путей в зре-
лых эритроцитах, которое мы наблюдали, можно 

Таблица 3. Предсказанные новые микроРНК, экспрессия которых изменяется в моноцитах при тяжелом течении 
COVID-19

микроРНК
Кратность 
изменений, 

разы

p-value 
критерий 

Уилкоксона–
Манна–Уитни

Экспрессия
микроРНК,  

нуклеотидная  
последовательность 

Пре-микроРНК,  
нуклеотидная  

последовательность

hsa-miR-3-3p 2.67 0.032 Повышена GGGUGCGGGCCG
GCGGGGUCCU

GACCUCGCCGUCCCGCCC
GCCGCCUUCUGCGUCGC

GGGUGCGGGCCGGCGGGG
UCCU

hsa-miR-120-5p 2.29 0.01 Снижена UGGGGGAGGAG
GAAGAGGAGA

UGGGGGAGGAGGAAGAG
GAGAUGGGGAGGCAGGU
GAGCCUGACCAAGCAGCC
UGCUCCCUUUCUCCCUCC

CCUUCCCCCUC

hsa-miR-593-3p 2.37 0.032 Снижена UUUGGGGAUUC
UAAGAGGAAG

AACUCUUAGAAUCCCCA
AAGCAUUCUGUGAAGUG
GUUUGGGGAUUCUAAG

AGGAAG

hsa-miR-388-5p 2.67 0.008 Снижена GUCCCAGCAACUC
AGGAGGCUAAGG

GUCCCAGCAACUCAGGA
GGCUAAGGUGGGAGGA
UCACUUGAGCCCAGGAG

UUCUGGGCUG
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расценивать как подтверждение низкой синтети-
ческой активности эритроцитов или ее отсутствия. 
Если же рассматривать статистически значимые 
обогащенные пути в моноцитах, то одним из наи-
более заметных оказался путь позитивной регуля-
ции миграции метанефральных мезенхимальных 
клеток. Некоторые микроРНК были идентифициро-
ваны как позитивные регуляторы миграции клеток. 

Например, известно, что члены семейства miR-200 
влияют на эпителиально-мезенхимальный переход 
(EMT) – процесс, имеющий отношение к миграции 
мезенхимальных клеток [40]. Учитывая, что тяже-
лое течение COVID-19 приводит к иммунной ги-
перактивации и иммунологическому сбою [41], не-
обходимо предположить, что обогащение, которое 
мы наблюдаем в этом пути, обусловлено упомяну-

Таблица 4. Потенциально важные гены-мишени предсказанных микроРНК

Предсказанная 
микроРНК 

Ген-мишень, 
условная досто-
верность пред-
сказания, у.е.

Ген-
мишень, 
символ 

Белок, кодируемый геном-мишенью

hsa-miR-120-5p 

100 MECP2 Метил-CpG-связывающий белок 2
100 PPP1R9B Регуляторная субъединица 9B протеинфосфатазы 1
99 SLC6A17 17-й член семейства 6 переносчиков растворенных веществ 
99 WIZ Цинковый палец WIZ
98 NFIX Ядерный фактор I X
98 CASTOR2 Цитозольный сенсор аргинина для субъединицы 2 mTORC1 
98 NR1D1 Первый член подсемейства D-ядерных рецепторов 
97 NLGN2 Нейролигин 2
97 ELK1 ELK1, транскрипционный фактор ETS 
97 SHISAL1 Shisa-подобный белок 1
96 CAMK1D Кальций/кальмодулин-зависимая протеинкиназа 1D
96 ACTB Бета-актин

96 HEYL Hes-родственный фактор транскрипции семейства bHLH с последо-
вательностью, подобной YRPW

96 SRF Фактор ответа на сыворотку
96 EPB41L1 Мембранный белок полосы 4.1 эритроцитов, подобный белку 1

hsa-miR-593-3p 

98 CEP135 Белок центросом 135
98 ELK1 ELK1, транскрипционный фактор ETS 
98 ZNF629 Белок с цинковым пальцем 629
97 SUSD2 Белок 2 с Sushi-доменом 
97 ARGFX Пятиарининовый гомеобокс
97 IGF2 Инсулиноподобный фактор роста 2
97 ZDHHC8 Белок с цинковым пальцем DHHC типа 8
97 BCAM Основная молекула клеточной адгезии (Лютеранская группа крови)
96 GDF11 Дифференцировочный фактор роста 11
96 TAB3 Белок 3, связывающий киназу 1 (MAP3K7), активируемую TGF-beta
96 PKNOX2 Белок PBX с узлом 1 и гомеобоксом 2
96 ZBTB39 Белок с цинковым пальцем и BTB-доменом 39

hsa-miR-388-5p 

99 STK4 Серин/треониновая киназа 4
98 FOXK1 Белок K1 с forkhead-боксом
98 PCBP1 Поли(rC)-связывающий белок 1
97 BSDC1 Белок 1 с доменом BSD

97 LRTOMT Белок c трансмембранным доменом, обогащенным лейцином, и доме-
ном О-метилтрансферазы

96 KIAA0930 KIAA0930
96 TUB Транскрипционный фактор Tubby, состоящий из двух частей
96 NRP1 Нейропилин 1
96 CRP C-реактивный белок
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тыми процессами. Другой сигнальный путь – пози-
тивная регуляция дифференцировки гладкомышеч-
ных клеток, ассоциированных с сосудами (VSMC), 
важен для развития и ремоделирования сосудов. 
К микроРНК, вовлеченным в VSMC, относятся 
miR-143/145. Этот кластер микроРНК имеет реша-
ющее значение для дифференцировки VSMC. Он 
способствует экспрессии сократительных белков, 
одновременно ингибируя пути, ведущие к дедиффе-
ренцировке и пролиферации. Потеря miR-143/145 
приводит к нарушению дифференцировки VSMC 
и способствует сосудистым патологиям. Кроме того, 
эти микроРНК позитивно регулируются фактором 
ответа сыворотки (SRF) и миокардином, которые 
критически важны для продвижения дифференци-
ровки VSMC путем подавления факторов, ингиби-
рующих этот процесс [42]. Регуляция дифференци-
ровки астроцитов (другой обнаруженный нами путь) 
важна для развития центральной нервной системы 
(ЦНС). Ключевые регуляторные факторы включа-
ют: RNF20 [43] – E3-убиквитинлигазу, TAZ (WW 
domain-containing transcription regulator 1) и YAP 
(Yes-associated protein) – транскрипционные коак-
тиваторы, участвующие в сигнальном пути Hippo 
[44], и фактор транскрипции PITX1 [45], который 
направляет дифференцировку астроцитов, регули-
руя экспрессию SOX9. Участие микроРНК в этом 
процессе ранее не было показано. Также следует 
отметить, что недавние исследования подчеркнули 
регуляторную роль микроРНК в модуляции актив-
ности рибонуклеозиддифосфатредуктазы (RNR), 
в частности через регуляцию ее субъединицы 
RRM2. Оказалось, что hsa-miR-125b-5p и hsa-miR-
30a-5p отрицательно коррелируют с экспрессией 
RRM2 в различных типах опухолей. Их регуляция 
предполагает, что эти микроРНК могут играть роль 
в поддержании соответствующих уровней dNTP 
путем модуляции активности RNR [46]. Связывание 
DH-домена оказалось еще одним обогащенным 
путем. Известно, что микроРНК взаимодейству-
ют с РНК-связывающими белками (RBP), содер-
жащими специфические домены, такие как DH. 
Модулируя уровни и активность микроРНК, RBP 
могут влиять на экспрессию генов-мишеней, воздей-
ствуя на такие клеточные функции, как пролифера-
ция, дифференцировка и ответ на стресс. Показано, 
что перенос микроРНК во внеклеточные везикулы 
опосредован специфическими RBP, следовательно, 
этот процесс играет важную роль в межклеточ-
ной сигнализации и взаимодействиях в тканях [47]. 
Морфогенез кортикоспинального тракта (CST) – 
еще один процесс, который, как показано ранее, ре-
гулируется микроРНК. Известно, что микроРНК 
часто работают совместно с РНК-связывающими 

белками (RBP), которые облегчают их загруз-
ку в РНК-индуцированный комплекс сайленсинга 
(RISC). Показано, что микроРНК miR34/449 уча-
ствуют в тонкой настройке экспрессии генов, важ-
ных для развития спинальных интернейронов. 
В исследованиях на мутантных мышах, лишенных 
miR34/449, выявлено заметное нарушение гене-
тических профилей нейронов спинного мозга. По-
видимому, эти микроРНК необходимы для правиль-
ного формирования цепей, важных для контроля 
движений [48]. Также следует отметить, что ми-
кроРНК являются ключевыми регуляторными моле-
кулами в фасцикуляции аксонов мотонейронов [49]. 
В мотонейронах микроРНК вовлечены в несколько 
процессов развития. Например, модификация экс-
прессии miR-9 влияет на спецификацию подтипов 
мотонейронов и развитие спинного мозга. Кроме 
того, miR-17-3p регулирует стабильность мРНК 
фактора транскрипции Olig2, важного для диффе-
ренцировки спинальных мотонейронов [50]. Также 
микроРНК играют решающую роль на ранних ста-
диях развития почек, особенно в дифференциров-
ке клеток-предшественников нефрона, которые 
дают начало гломерулярным структурам. Показано, 
что специфические микроРНК, такие как члены се-
мейства miR-30, нацелены на ключевые факторы 
транскрипции, такие как Lhx1, которые жизненно 
важны для нефрогенеза [51, 52]. Кроме того, фас-
цикуляция нейронов значительно зависит от ми-
кроРНК. Выявлена вовлеченность нескольких 
специфических микроРНК в процесс фасцикуляции. 
В частности, показано, что miR-8 регулирует экс-
прессию молекул клеточной адгезии, критических 
для формирования синапсов, а также может играть 
роль в определении направления роста аксонов 
во время синаптогенеза у Drosophila [53]. 

Участие микроРНК в  позитивной регуля-
ции RhoGEF особенно важно в биологии рака. 
Изменения экспрессии специфических микроРНК 
могут приводить к повышению активности RhoGEF, 
способствуя миграции и инвазии опухолевых кле-
ток. Подобные процессы наблюдали при различных 
типах опухолей, где дисрегулированные профили 
микроРНК коррелируют с повышенным метастати-
ческим потенциалом из-за измененных сигнальных 
путей Rho GTPазы [54].

Одним из наиболее заметных сигнальных пу-
тей в моноцитах оказался путь «развитие вну-
треннего уха». Следует отметить, что кластер 
miR-183/96/182 – это одна из групп микроРНК, 
функции и  экспрессия которых наиболее хо-
рошо изучены при развитии внутреннего уха. 
Исследования на животных моделях показали, 
что отключение этих микроРНК вызывает серьез-
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ные дефекты в развитии волосковых клеток и по-
терю слуха [55, 56]. Кроме того, в моноцитах иден-
тифицировано несколько микроРНК, регулирующих 
сигнальный путь MAPK. В частности, miR-203 регу-
лирует уровни BCR-ABL, а также ингибирует про-
лиферацию клеток при хроническом миелолейкозе 
(ХМЛ) путем сайленсинга мРНК компонентов пути 
MAPK [57]. Также известно, что miR-155 участвует 
в регуляции белков SOS и KRAS, влияя на актив-
ность пути MAPK/ERK. Кроме того, miR-19a регу-
лирует RAF1 и другие компоненты каскада MAPK, 
влияя на общую динамику передачи сигналов этого 
пути. При этом miR-128 влияет на сигнализацию 
c-Met/PI3K/AKT, которая связана с путями MAPK, 
особенно при раке легких [58].

Известно, что некоторые микроРНК могут непо-
средственно нацеливаться на мРНК, кодирующие 
циклазы, приводя к их деградации или подавлению 
трансляции. Например, miR-282 идентифицирована 
как регулятор аденилатциклазы в нервной систе-
ме, что предполагает модуляцию путей, связанных 
с сигналами cAMP, важными для работы нейронов 
[59].

Наборы микроРНК в лимфоцитах не столь вовле-
чены в сигнальные пути GO, однако их участие, по-
видимому, более специфично. В число обогащенных 
GO-путей входит фосфолипаза A1 (PLA1) – фер-
мент, который гидролизует фосфолипиды, играя 
решающую роль в метаболизме липидов и клеточ-
ной сигнализации в лимфоцитах. Регуляция актив-
ности PLA1 тесно связана с функцией некоторых 
микроРНК. Например, кластер miR-17~92 регули-
рует выживание В-клеток, воздействуя на мРНК 
проапоптотических факторов, таких как BIM [60]. 
микроРНК имеют решающее значение для созрева-
ния Т- и В-клеток, обеспечивая элиминацию ауто-
реактивных клеток во время развития, для предот-
вращения аутоиммунитета [60]. Во время активации 
Т-клеток специфические микроРНК, такие как miR-
155, активируются, усиливая такие эффекторные 
функции, как продукция цитокинов. И наоборот, 
другие микроРНК могут подавлять активацию 
для поддержания гомеостаза [61, 62]. Упомянутые 
микроРНК, вероятно, служат медиаторами при им-

мунологическом сбое, который происходит во вре-
мя цитокинового шторма, индуцированного тяже-
лым течением COVID-19 [41]. Другим сигнальным 
каскадом, связанным с микроРНК и обнаруженным 
в нашем исследовании, является клеточный от-
вет на дитиотреитол (DTT). Ранее было показано, 
что miR-101 регулирует экспрессию SEL1L, кото-
рый участвует в ответах на стресс эндоплазмати-
ческого ретикулума (ЭПР). В условиях стресса ЭПР, 
например, индуцированного DTT, регуляция SEL1L 
посредством miR-101 может влиять на пути гибели 
нейрональных клеток [63, 64].

Особый интерес вызывают возможные гены-ми-
шени, контролируемые предсказанными микроРНК 
в моноцитах (табл. 4). Так, hsa-miR-388-5p пред-
положительно контролирует синтез С-реактивного 
белка – одного из белков острой фазы воспаления 
(табл. 4). Этот белок синтезируется клетками пе-
чени. Однако возможно, что моноциты секретируют 
эту микроРНК во внеклеточных везикулах с целью 
передачи сигнала клеткам печени. В исследованной 
нами системе уровень hsa-miR-388-5p в моноцитах 
при тяжелом течении COVID-19 снижен по срав-
нению со здоровыми донорами. Это может допол-
нительно быть фактором, вызывающим повышение 
уровня СРБ в крови пациентов с тяжелым течением 
COVID-19.

Подводя итоги нашей работы, необходимо под-
черкнуть, что ее главным результатом является 
определение спектра микроРНК, изменяющихся 
в моноцитах, эритроцитах и лимфоцитах при тяже-
лом течении COVID-19. Этот спектр может быть ис-
пользован для поиска возможных предикторов тя-
желого течения COVID-19. Кроме того, наша работа 
поможет прояснить изменения молекулярных меха-
низмов в клетках крови не только при цитокиновом 
шторме, индуцированном COVID-19, но и при дру-
гих вирусных инфекциях. 

Работа выполнена при поддержке гранта  
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