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РеЗЮме

Обоснование. МикроРНК – короткие (20–22 нуклеотида) некодирующие РНК, 
обладающие способностью постранскрипционно регулировать экспрессию 
генов, рассматриваются в качестве регулятора системы врождённого 
иммунитета. Ранее был опубликован ряд работ, посвящённых предсказанию 
взаимодействия одноцепочечного (+)РНК-вируса SARS-CoV-2 c микроРНК чело-
века, а также особенностям профиля циркулирующих микроРНК у пациентов 
с COVID-19 различной степени тяжести. Однако практически отсутствуют 
работы, анализирующие возможный вклад фактически циркулирующих 
в плазме крови микроРНК в тяжесть течения COVID-19.
Цель. Изучить особенности профиля микроРНК плазмы крови пациентов 
с различной тяжестью течения новой коронавирусной инфекции COVID-19 
и оценить возможность взаимодействия микроРНК с геномом SARS-CoV-2.
Материалы и методы. Изучены результаты NGS-секвенирования 
микроРНК плазмы 3 выздоровевших и 8 умерших пациентов с крайне тяжёлой 
формой COVID-19. С помощью биоинформационных методов определены 
дифференциально представленные микроРНК, предсказаны места их свя-
зывания с геномом SARS-CoV-2.
Результаты. В данной работе продемонстрировано, что у пациентов, 
выздоровевших после крайне тяжёлой формы COVID-19, в плазме крови 
статистически значимо повышен уровень hsa-miR-19b-3p. Данная микроРНК 
составляет около 1,5  % от всех циркулирующих микроРНК, способна 
связываться с регионами SARS-CoV-2, кодирующими белки, подавляющие 
внутриклеточные механизмы иммунитета (NSP3, NSP9). Кроме того, 
данная микроРНК способна стимулировать функциональную активность 
и  пролиферацию цитотоксических Т-лимфоцитов – одного из ключевых 
компонентов приобретённого клеточного иммунитета против SARS-CoV-2.
Заключение. Результаты исследования могут быть использованы при раз-
работке 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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AbStrACt

Background. MicroRNAs are short (20–22  nucleotides) non-coding RNAs 
that  can  posttranscriptionally regulate gene expression and are considered 
a regulator of the innate immunity system. Previously, many papers were published 
on the prediction of the interaction of the single-stranded (+)RNA virus SARS-CoV-2 
with human microRNAs, as well as on the profile of circulating microRNAs in patients 
with COVID-19 of varying severity. However, no works are analyzing the possible 
contribution of miRNAs circulating in blood plasma to the severity of COVID-19.
The aim. To study the features of the blood plasma microRNA profile of patients 
with different severity of the new coronavirus infection COVID-19 and to evaluate 
the possibility of microRNA interaction with the SARS-CoV-2 genome.
Materials and methods. The results of NGS sequencing of plasma miRNAs of 3 re-
covered and 8 deceased patients with a highly severe form of COVID-19 were studied. 
Differentially presented microRNAs were determined using bioinformatics methods, 
and their binding sites with the SARS-CoV-2 genome were predicted.
Results. This study demonstrates that in patients who have recovered from a highly 
severe form of COVID-19, the level of hsa-miR-19b-3p in the blood plasma is signifi-
cantly increased. This microRNA makes up about 1.5 % of all circulating microRNAs 
and can bind to SARS-CoV-2 regions encoding proteins that suppress intracellular 
immunity mechanisms (NSP3, NSP9). In addition, this miRNA can stimulate the func-
tional activity and proliferation of cytotoxic T-lymphocytes, one of the critical com-
ponents of acquired cellular immunity against SARS-CoV-2.
Conclusion. The results of the study can be used in the development of antiviral 
drugs based on RNA interference, as well as in the development of predictive test 
systems to optimize the tactics of treating patients with COVID-19.
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оБоСНовАНИе

В 2019 г. были выявлены случаи нового заболевания, 
получившего название COVID-19, которое вызывалось 
коронавирусом SARS-CoV-2. Данный вирус характеризо-
вался быстрым, сложно контролируемым распростра-
нением, что связано с определёнными особенностями 
вируса. Первой линией защиты организма от вирусов, 
включая SARS-CoV-2, является врождённый иммунитет, 
который ограничивает вход вирусов в клетки, трансля-
цию, репликацию и сборку вирионов, а также позволя-
ет обнаруживать и уничтожать заражённые клетки, ко-
ординирует и усиливает приобретённый иммунитет [1]. 
Выделяют два компонента врождённого противовирус-
ного иммунитета: клеточный и гуморальный, включа-
ющие макрофаги, моноциты, дендритные клетки, ней-
трофилы, NK-клетки, цитокины и интерфероны, и вну-
триклеточный иммунитет. К внутриклеточному имму-
нитету относят различные семейства цитоплазматиче-
ских рецепторов и ферментов, способных распознавать 
и уничтожать вирусы внутри клетки [2].

В ряде исследований в качестве компонента системы 
врождённого иммунитета рассматриваются молекулы ми-
кроРНК [3–5]. МикроРНК – это короткие (около 22 нукле-
отидов) некодирующие РНК, обладающие способностью 
постранскрипционно регулировать экспрессию генов. 
В последовательности микроРНК выделяют так называе-
мый seed-регион, расположенный со 2-го по 7-й нуклеотид 
с 5’-конца зрелой молекулы, и отвечающий за специфич-
ность её связывания с РНК-мишенями. Показано, что ми-
кроРНК клеток хозяина могут выступать в качестве ком-
понента внутриклеточного иммунитета, регулируя транс-
ляцию и репликацию (+)РНК-вирусов и изменяя патогенез 
вирусных инфекций [6, 7]. Выделяют два основных эффек-
та взаимодействия вирусного РНК-генома и микроРНК: ин-
гибирование трансляции вируса и замедление его репли-
кации и стабилизация вирусной РНК и увеличение скоро-
сти репликации вируса. Причём замедление репликации 
вируса связывают, прежде всего, с взаимодействием ми-
кроРНК с 3’-нетранслируемой областью вируса [8], а стаби-
лизацию вирусной РНК – с взаимодействием с 5’-нетранс-
лируемой областью вируса [9]. Кроме того, микроРНК спо-
собны модулировать активность клеток как врождённого 
[10], так и приобретённого иммунитета [11].

Опубликован целый ряд работ, посвящённых пред-
сказанию взаимодействия одноцепочечного (+)РНК-
вируса SARS-CoV-2 c микроРНК человека [12–14], а так-
же особенностям профиля циркулирующих микроРНК 
у пациентов с различной степенью тяжести COVID-19 
[15]. Однако практически отсутствуют работы, анализи-
рующие возможный вклад фактически циркулирующих 
в плазме крови микроРНК в биогенез SARS-CoV-2 и па-
тогенез COVID-19.

Цель ИССледовАНИя

Изучить особенности профиля микроРНК плазмы 
крови пациентов с различной тяжестью течения новой 

коронавирусной инфекции COVID-19 и оценить возмож-
ность взаимодействия микроРНК с геномом SARS-CoV-2.

меТоды

Профиль микроРНк плазмы пациентов  
с CovId‑19

Для анализа были использованы первичные данные 
секвенирования микроРНК (GSE195898), выделенных 
из плазмы крови 3 выздоровевших (двое мужчин и одна 
женщина) и 8 умерших пациентов (пять мужчин и три 
женщины, группа сравнения) с крайне тяжёлой формой 
COVID-19, сопоставимых по полу и возрасту, проходив-
ших лечение в отделении интенсивной терапии IRCCS 
Policlinico San Donato (Милан, Италия) [16]. Для каждого 
пациента был оценён профиль микроРНК плазмы кро-
ви на момент поступления в больницу (T0) и перед вы-
пиской или смертью (T1). 

Исследование было выполнено в полном соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией Всемирной медицин-
ской ассоциации. Протокол эксперимента был одобрен ло-
кальным этическим комитетом в San Raffaele Hospital (Ми-
лан, Италия, протокол от 20 апреля 2020 г. № 75/INT/2020).

Для подготовки библиотек был использован набор ре-
агентов HTG EdgeSeq miRNA Whole Transcriptome targeted 
sequencing kit (HTG WTA, HTG Molecular, США). Секвениро-
вание осуществлялось на секвенаторе Illumina NextSeq 500 
(Illumina Inc., США) с помощью набора реагентов NextSeq 
High Output v2 75 cycles kit (Illumina Inc., США) [16].

Анализ данных секвенирования
3’-адаптерную последовательность удаляли с помо-

щью Cutadapt v2.10. Контроль качества чтения выпол-
нялся с помощью FastQC v0.11.9. После удаления 3›-адап-
терной последовательности результаты секвенирования 
обрабатывались с помощью IsoMiRmap [17].

определение мотивов связывания микроРНк  
с геномом SARS‑Cov‑2

Для каждой микроРНК были определены регионы РНК 
SARS-CoV-2, обратно-комплиментарные региону со 2-го 
по 7-й нуклеотиды 5’-конца зрелой микроРНК. Следуя об-
щепринятой классификации [18], такие регионы связыва-
ния обозначаются «6mer». Взаимодействие соответству-
ющей микроРНК с ними приводит к подавлению транс-
ляции и деградации РНК-мишени. Для определения при-
надлежности 6mer к регионам, кодирующим белки вируса 
SARS-CoV-2, позиции связывания были попарно выровне-
ны относительно референсной последовательности штам-
ма «Wuhan-Hu-1» с использованием пакетов stringr и spgs.

Статистический анализ
Различия в представленности микроРНК анализиро-

вали с помощью DESeq2 [19]. Сравнение данных о числе 
мотивов связывания микроРНК с геномом вируса SARS-
CoV-2 осуществляли с помощью критерия Вилкоксона. 
Обработку данных и статистический анализ осуществля-
ли в программной среде R.
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РеЗУльТАТы

Результаты секвенирования показали, что в момент 
поступления в лечебное учреждение (Т0) в плазме кро-
ви пациентов в количестве более 150 rpm присутствова-
ло 932 вида микроРНК и их 5`-изоформ. При этом в мо-
мент времени Т1 количество видов молекул составляло 
990. Причём 54 вида молекул встречались только в Т0, 
а 112 – только в Т1. К наиболее высоко представленным 
в Т0 и Т1 можно отнести следующие микроРНК: hsa-miR-
22-3p|0, hsa-miR-339-3p|0, hsa-miR-451a|0.

Анализ различий в профиле микроРНК у выздоро-
вевших и невыздоровевших пациентов показал, что зна-
чимо изменилась экспрессия 46 микроРНК. В Т0 у выздо-
ровевших впоследствии пациентов была выше экспрес-
сия 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 статистически значимо 
различалась представленность 291  микроРНК. Наи-
большие различия представленности в плазме между 

группой выздоровевших пациентов и группой сравне-
ния 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 вза-
имосвязь представленности hsa-miR-451a с уровнем гемо-
лиза в образцах крови [20, 21]. Была проверена гипотеза о 
статистической значимости различий в представленности 
микроРНК, ассоциированных с гемолизом, между группа-
ми сравнения в Т0 и Т1 (табл. 1). На момент поступления 
в стационар уровень микроРНК, ассоциированных с ге-
молизом и эритропоэзом, не различался между группа-
ми сравнения. При этом в Т1 у группы выздоровевших па-
циентов были статистически значимо повышены все ми-
кроРНК, ассоциированные с гемолизом и эритропоэзом.

Сравнение множеств микроРНК, различающихся 
между выздоровевшими пациентами и группой сравне-
ния, показал, что только две микроРНК сонаправленно 
изменялись в Т0 и Т1 (табл. 2).

микроРНК

Представленность микроРНК  
в плазме в Т0, log2rPM

Представленность микроРНК  
в плазме в Т1, log2rPM

Выздоровевшие Скончавшиеся р Выздоровевшие Скончавшиеся 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

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

Т А б л И ц А   1
РАЗлИЧИя в ПРедСТАвлеННоСТИ мИкРоРНк, 
АССоЦИИРовАННых С ГемолИЗом, 
междУ ГРУППАмИ СРАвНеНИя в Т0 И Т1

t A b l E   1
dIFFEREnCES In THE REPRESEnTATIon oF 
mICRoRnAS ASSoCIATEd wITH HEmolySIS 
bETwEEn THE ComPARISon gRouPS In T0 And T1

Т А б л И ц А   2 
ПРедСТАвлеННоСТь СоНАПРАвлеННо 
ИЗмеНИвшИхСя мИкРоРНк в ГРУППАх СРАвНеНИя 
в Т0 И Т1

t A b l E   2
REPRESEnTATIon oF ConComITAnTly CHAngEd 
mIRnAS In ComPARISon gRouPS In T0 And T1

микроРНК

Представленность микроРНК 
в плазме в Т0, log2rPM

Представленность микроРНК  
в плазме в Т1, log2rPM

Выздо-
ровевшие

Скончав-
шиеся р Выздо-

ровевшие
Скончав-

шиеся р
р с поправкой 

на множественность 
сравнений

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
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Были оценены возможные места связывания с ге-
номом SARS-CoV-2 множества микроРНК, различаю-
щегося между группой выздоровевших пациентов 
и группой сравнения в Т0 и Т1 (рис. 1). 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 соответственно. 
При этом медиана числа мест связывания остальных 
микроРНК находилась на уровне 3. Можно сделать вы-
вод о том, что у выздоровевших пациентов был стати-
стически значимо повышен уровень микроРНК, имею-
щих значительное число мест связывания с геномом 
SARS-CoV-2 (p = 0,048).

РИС. 1.  
Число возможных мест связывания микроРНК с геномом  
SARS-CoV-2
FIG. 1.  
The number of possible binding sites of miRNAs in the SARS-CoV-2 
genome

Также было проанализировано расположение 
возможных мест связывания микроРНК с геномом 
вируса (рис. 2). Наибольшее число мест связывания 
было расположено в регионе ORF1ab, кодирующем 
неструктурные белки. У микроРНК hsa-miR-19b-3p|0 
наибольшее число мест связывания пришлось на ко-
роткий регион (338  нуклеотидов), кодирующий бе-
лок NSP9. При этом обе анализируемые микроРНК 
имели по два возможных места связывания с протя-
жённым регионом (5834  нуклеотида), кодирующим 
белок NSP3. Ни одна из микроРНК не имела мест свя-
зывания в 5`- и 3`-нетранслируемых областях гено-
ма SARS-CoV-2.

РИС. 2.  
Расположение возможных мест связывания микроРНК с гено-
мом вируса SARS-CoV-2
FIG. 2.  
Location of possible miRNA binding sites in the SARS-CoV-2 ge-
nome

оБСУждеНИе

Резюме основного результата исследования
Представленность микроРНК hsa-miR-19b-3p|0 и hsa-

miR-25-3p|+1 статистически значимо различается в плаз-
ме крови госпитализированных пациентов с крайне тя-
жёлой формой COVID-19, как в момент поступления 
в стационар, так и в момент выписки или смерти. Обе 
микроРНК обладают большим по сравнению с други-
ми микроРНК, изменяющими свою представленность 
в плазме крови, числом мест возможного связывания с 
геномом вируса SARS-CoV-2 (12 и 9 соответственно). Ос-
новное количество мест связывания приходится на ча-
сти генома вируса, кодирующие NSP3 и NSP9.

обсуждение основного результата исследования
МикроРНК – это короткие некодирующие одноце-

почечные молекулы РНК длиной около 22 нуклеотидов, 
играющие роль посттранскрипционных регуляторов 
экспрессии генов [22]. Молекулы микроРНК вовлечены 
во многие процессы, включая развитие, пролиферацию 
и апоптоз. Кроме того, микроРНК связаны со многими па-
тологическими процессами [23]. Определение экспрес-
сионных профилей микроРНК может выступать в роли 
метода для классификации, диагностирования и  про-
гнозирования течения заболевания [24]. МикроРНК об-
наруживаются в различных биологических жидкостях 
и обладают заметной стабильностью, что подчёркива-
ет их возможную роль в качестве перспективных мало-
инвазивных диагностических и прогностических мар-
керов [25]. Кроме того, в ряде исследований молекулы 
микроРНК рассматриваются в качестве компонента си-
стемы врождённого иммунитета [3–5].

В данной работе был изучен профиль циркулирую-
щих в плазме крови больных крайне тяжёлой формой 
COVID-19 микроРНК. Представленность hsa-miR-19b-
3p|0 и hsa-miR-25-3p|+1 статистически значимо разли-
чалась в  плазме крови пациентов с различным исхо-
дом COVID-19, как в момент поступления в стационар, 
так и в момент выписки или смерти. МикроРНК могут 
выступать в качестве компонента внутриклеточного 
иммунитета, регулируя трансляцию и репликацию (+) 
РНК-вирусов и изменяя патогенез вирусных инфекций 
[6, 7]. Учитывая, что  площадь ткани лёгких составляет 
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от 75 до 100 м2 и то, что она обильно кровоснабжает-
ся [26], можно предположить, что циркулирующие ми-
кроРНК могут проникать с инфицированные альвеоци-
ты и взаимодействовать с вирусом SARS-CoV-2 [27]. Ми-
кроРНК hsa-miR-19b-3p|0, статистически значимо повы-
шенная в группе выздоровевших пациентов, относится 
к числу наиболее высоко представленных в плазме кро-
ви. На неё приходится более 1,5 % всех циркулирующих 
молекул микроРНК. В рамках данной работы показано, 
что эта микроРНК обладает значительным числом мест 
связывания с геномом SARS-CoV-2, причём в наиболее 
его стабильной части –ORF1ab.

Наибольшее число мест связывания hsa-miR-19b-
3p|0 приходится на регион длиной 338  нуклеотидов, 
кодирующий белок NSP9. Белок NSP9 способен связы-
ваться с 7SL РНК, входящей в частицы узнавания сигна-
ла, тем самым нарушая транспорт белков в эндоплазма-
тический ретикулум и на мембрану клетки [28]. Одним 
из семейств белков, созревающих в эндоплазматическом 
ретикулуме, является семейство молекул главного ком-
плекса гистосовместимости класса 1. Нарушение их со-
зревания может способствовать нарушению противови-
русной активности цитотоксических Т-лимфоцитов. Кро-
ме того, hsa-miR-19b-3p|0 способна связываться с реги-
оном, кодирующим белок NSP3. Белок NSP3 совместно 
с NSP4 отвечает за формирование в заражённой клетке 
двухмембранных везикул, защищающих вирус от меха-
низмов внутриклеточного врождённого иммунитета [29]. 
Таким образом, высоко представленная в плазме крови 
выздоровевших пациентов с COVID-19 микроРНК hsa-
miR-19b-3p|0 способна связываться с регионами виру-
са, кодирующими белки, ответственные за подавление 
механизмов внутриклеточного иммунитета.

Кроме того, hsa-miR-19b-3p|0 способна потенци-
ировать активность цитотоксических Т-лимфоцитов. 
Было обнаружено, что уровни hsa-miR-19b-3p|0 значи-
тельно повышены в мононуклеарных клетках перифери-
ческой крови пациентов с длительной ремиссией ВИЧ. 
Оверэкспрессия hsa-miR-19b-3p|0 способствует пролифе-
рации CD8+-T-клеток, а также экспрессии интерферона-γ 
и гранзима B, ингибируя апоптоз CD8+-T-клеток, индуци-
рованный стимуляцией анти-CD3/CD28. Было обнаруже-
но, что мишенью miR-19b является ген PTEN [30].

ЗАклюЧеНИе

Ранее был опубликован ряд работ, посвящённых 
предсказанию взаимодействия одноцепочечного (+)
РНК-вируса SARS-CoV-2 c микроРНК человека, а так-
же особенностям профиля циркулирующих микроРНК 
у  пациентов с COVID-19 различной степени тяжести. 
Однако практически отсутствуют работы, анализиру-
ющие возможный вклад фактически циркулирующих 
в плазме крови микроРНК во внутриклеточный имму-
нитет к COVID-19. В данной работе продемонстрирова-
но, что у пациентов, выздоровевших после крайне тя-
жёлой формы COVID-19, в плазме крови статистически 
значимо повышен уровень hsa-miR-19b-3p. Данная ми-

кроРНК представлена в плазме крови в значимых коли-
чествах, способна связываться с регионами SARS-CoV-2, 
кодирующими белки, подавляющие внутриклеточные 
механизмы иммунитета. Кроме того, данная микроРНК 
способна стимулировать функциональную активность 
и пролиферацию цитотоксических Т-лимфоцитов – од-
ного из ключевых компонентов адаптивного клеточно-
го иммунитета против SARS-CoV-2. Результаты исследо-
вания могут быть использованы при разработке проти-
вовирусных препаратов на основе РНК-интерференции, 
а  также при  разработке прогностических тест-систем 
для оптимизации тактики лечения пациентов с COVID-19.
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