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Резюме 
Введение. Заболевание COVID-19 в 2020 году получило статус 

пандемии. За этот период было выявлено, что тяжесть течения заболевания 
патологии может зависеть не только от штамма вируса, но и от 
функционирования иммунной системы.  Цель. Изучение особенностей 
экспрессионных и генетических факторов врожденного иммунитета у 
пациентов, перенесших заболевание COVID-19. Материалы и методы. Был 
изучен материал от 148 пациентов (соскобы со слизистых оболочек и венозная 
кровь). Идентификация изучаемых маркеров проводилась методами обратной 
транскрипции и ПЦР-РВ. Статистическую обработку результатов проводили 
с использованием критерия Манна-Уитни, точного критерия Фишера, 
критерия χ2, отношения шансов и 95% доверительного интервала. 
Результаты. В ходе проведенного нами исследования была показана 
прогностическая роль полиморфных маркеров и гаплотипов в генах TLR9 
(rs352140 и rs5743836) и TLR4 (rs11536889 и rs4986791) в отношении риска 
развития тяжелого течения инфекции SARS-CoV-2. При изучении отдаленных 
последствий COVID-19 было выявлено, что у пациентов, перенесших 
заболевание, сохраняется дисбаланс экспрессии рецепторных и эффекторных 
молекул на уровне мукозального иммунитета. Наблюдается снижение уровня 
экспрессии как рецепторных молекул (TLR3, TLR7) так и факторов 
противовирусного иммунного ответа (IL28) в слизистых ротоглотки на фоне 
общего увеличения этих маркеров в эпителиальных клетках слизистой 
оболочки носоглотки. Заключение. Были изучены экспрессионные и 
генетические факторы врожденного иммунитета, приводящие к тяжелому 
течению инфекции SARS-CoV-2 и, как следствие, к стойким изменениям в 
иммунной системе в течение длительного времени после выздоровления, что 
расширяет  наши знания о молекулярно-генетических механизмах, связанных 
с длительным течением COVID-19. Полученные в ходе исследования 
результаты могут помочь оценить риски развития тяжелого течения 
инфекции, вызванной SARS-CoV-2, и развивающихся впоследствии 
осложнений у госпитализированных пациентов. 

 
Ключевые слова: коронавирусная инфекция, COVID-19, SARS-CoV-2, 

экспрессия генов, врожденный иммунитет, полиморфизм генов, SNP.  
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Abstract 
Introduction. In 2020 COVID-19 was declared to be a pandemic. Since then 

it was revealed that the severity of the disease pathology may depend not only on 
the viral strain, but also on the functioning of the immune system. Target. To study 
characteristics of expression and genetic factors of innate immunity in patients who 
have had COVID-19. Materials and methods. Material (scrapings from the mucous 
membranes and venous blood) from 148 patients was studied. Identification of the 
studied markers was carried out using reverse transcription and RT-PCR methods. 
Statistical analysis of the results was carried out using the Mann-Whitney test, 
Fisher's exact test, χ2 test, odds ratio and 95% confidence interval. Results. Our 
study demonstrated the prognostic role of polymorphic markers and haplotypes in 
the TLR9 (rs352140 and rs5743836) and TLR4 (rs11536889 and rs4986791) genes 
in relation to the risk of developing severe SARS-CoV-2 infection. As the result of 
studying the long-term effects of COVID-19 it was revealed that an imbalance in the 
expression of receptor and effector molecules at the mucosal level of the immune 
system remains in patients who have had the disease. There is a decrease in the 
expression level of both receptor molecules (TLR3, TLR7) and antiviral immune 
response factors (IL28) in the mucous membranes of the oropharynx with the 
background of a general increase of these markers in the epithelial cells of the 
nasopharyngeal mucosa. Conclusion. The expression and genetic factors of innate 
immunity leading to severe SARS-CoV-2 infection and, consequently, persistent 
changes in the immune system long after recovery, have been studied, which 
expands our knowledge of the molecular genetic mechanisms associated with the 
long-term course of COVID-19. The results obtained during the study can help 
assess the risks of developing severe infection caused by SARS-CoV-2 and 
developing complications in hospitalized patients. 
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1 Введение 1 

Заболевание COVID-19 в 2020 году получило статус пандемии, которая 2 
привела к глобальному кризису общественного здравоохранения с 3 
беспрецедентной заболеваемостью. Из-за высокой контагиозности вируса 4 
SARS-CoV-2 заболевание быстро распространилось по всему земному шару. 5 
За весь период пандемии было зарегистрировано более пяти волн роста числа 6 
инфицированных, что связано со способностью вируса SARS-CoV-2 часто 7 
мутировать. Появление новых штаммов таких как Alpha, Beta, Delta, Gamma и 8 
Omicron и др. свидетельствует о быстром эволюционном процессе вирусных 9 
частиц и о дальнейшей возможности появления новых вариантов вируса, 10 
которые будут нести серьезную угрозу жизни и здоровья населения. За период 11 
пандемии было выявлено, что тяжесть течения заболевания COVID-19 может 12 
зависеть не только от штамма вируса, но и от других факторов. Так, например, 13 
возраст и общее состояние здоровья и иммунной системы человека, наличие 14 
или отсутствие сопутствующих хронических заболеваний, генетическая 15 
предрасположенность, а также индивидуальный уровень макро- и 16 
микроэлементов в значительной степени влияют на тяжесть протекания 17 
заболевания COVID-19. Поскольку у пациентов, перенёсших заболевание 18 
COVID-19, происходит нарушение баланса во врожденном и адаптивном 19 
иммунитете, можно говорить о том, что COVID-19 является 20 
иммуноопосредованным заболеванием[9]. Ключевую роль в запуске всех 21 
воспалительных процессов играют рецепторы, взаимодействующие с вирусом 22 
SARS-CoV-2 на уровне входных ворот, а именно в слизистых оболочках 23 
ротовой полости и носоглотки[15]. Помимо уже хорошо изученного при 24 
данной патологии рецептора ACE2, огромное значение имеют паттерн-25 
распознающие рецепторы (PRRs)[5, 7, 23]. Одним из основных семейств PRRs 26 
являются Toll-подобные рецепторы (TLRs). TLRs воспринимают широкий 27 
спектр микробных компонентов и вызывают врожденные иммунные реакции. 28 
Все сигнальные пути, запускаемые TLRs, завершаются активацией ядерного 29 
фактора транскрипционного фактора-каппаВ (NF-κB), который контролирует 30 
экспрессию множества генов воспалительных цитокинов. Для активации NF-31 
κB также необходимы реакции фосфорилирования и деградации 32 
ингибирующих белков κB (IkB), которые запускаются при помощи киназ. 33 
Кроме того, TLRs могут активировать альтернативные пути, которые также 34 
вызывают противовирусные врожденные иммунные реакции[10]. Исходя из 35 
этого, TLRs представляют собой связующее звено между врожденным и 36 
адаптивным иммунитетом, регулируя активацию антигенпрезентирующих 37 
клеток и ключевых цитокинов. Также TLRs могут напрямую регулировать 38 
активацию, рост, дифференцировку, развитие и функционирование Т-39 
клеток[12, 23].  40 

Таким образом, количество и функциональная активность TLRs играют 41 
определяющую роль в запуске и протекании каскада иммунных реакций при 42 
инфекционных, аутоиммунных и онкологических заболеваниях. Сигнальные 43 
каскады, которые запускаются PRRs, в том числе TLRs, приводят к 44 
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транскрипции генов и экспрессии таких провоспалительных цитокинов, как, 45 
например, фактор некроза опухоли альфа (TNFα), интерлейкин-1 бета (IL-1β) 46 
и др.[7, 14]. Значительный выброс этих цитокинов приводит к гиперактивации 47 
иммунной системы. Длительное протекание воспалительных процессов, к 48 
которым может привести избыточный выброс TNFα, IL-1β и других 49 
цитокинов, способны вызвать длительную дисфункцию иммунитета, приводя 50 
к тяжелому течению COVID-19 и осложнениям сопутствующих хронических 51 
заболеваний[11, 17, 25]. 52 

Исследование экспрессионного профиля рецепторных и эффекторных 53 
молекул на уровне слизистых оболочек верхних дыхательных путей поможет 54 
лучше понять молекулярные механизмы патогенеза COVID-19. 55 
Экспрессионная активность этих факторов, в свою очередь, определяется 56 
генетическими особенностями индивидуума, поэтому немаловажную роль 57 
играет анализ полиморфных маркеров в генах рецепторов врожденного 58 
иммунитета. Таким образом, целью данного исследования было изучение 59 
особенностей экспрессионного профиля рецепторных и эффекторных молекул 60 
и генетических факторов врожденного иммунитета у пациентов, перенесших 61 
заболевание COVID-19. 62 
2 Материалы и методы 

Исследование генетического и экспрессионного профиля молекул 63 
врожденного иммунитета было проведено на клинической базе ГКБ 57 имени 64 
Д.Д. Плетнева. В настоящем исследовании приняли участие 148 пациентов: 65 
123 пациента перенесли COVID-19; контрольную выборку составили 25 66 
условно-здоровых человек (не заболевшие после контакта с инфицированным 67 
лицом). Сбор образцов для анализа проходил в период сентября 2020 года по 68 
январь 2021 года. Исследование проводилось при информированном согласии 69 
пациентов. Для проведения этого исследования был пройден локальный 70 
этический комитет ФГБНУ НИИ ВС им. И.И.Мечникова. В ходе заседания 71 
был составлен протокол №1(25.01.2023 № 16/01). По документам 72 
предоставляем в локальный этический комитет было сделано заключение о 73 
том, что проводимое научное исследование обосновано и одобрено. 74 

Все пациенты, принимавшие участие в исследовании, были отобраны в 75 
соответствии со специальными характеристиками исследуемых групп – 76 
критериями включения и исключения. Критериями включения в группу были 77 
следующие аспекты: пациенты в возрасте 18-35 лет, имеющие в анамнезе 78 
типичные симптомы коронавирусной инфекции, подтвержденные ПЦР 79 
тестом. Исследование было проведено у лиц, русской популяции 80 
проживающих в московском регионе; лица, которые принадлежали другим 81 
этническим группам были исключены из исследования. 82 

 Учитывались следующие проявления: нарушение обоняния (аносмия, 83 
гипосмия), кашель с мокротой, заложенность носа, ринорея, гипертермия, 84 
мышечные боли, а также физические признаки пневмонии (фокус крепитации 85 
и/или мелкопузырчатых хрипов, укорочение перкуторного звука, жесткое 86 
бронхиальное дыхание), лейкоцитоз > 10*109/л и палочкоядерный сдвиг > 87 
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10%.  Критериями исключения являлись: пациенты в возрасте младше 18 лет 88 
и старше 35 лет, принимающие иммуномодулирующую терапию и/или 89 
имеющие обострения сопутствующих хронических заболеваний. Помимо 90 
всего прочего из исследования исключались женщины с подтвержденной 91 
беременностью/лактацией.  92 

Для оценки экспрессионного профиля рецепторных и эффекторных 93 
молекул врожденного иммунитета были исследованы материалы от пациентов 94 
(n=25), перенесших заболевание COVID-19. Контрольную группу составили 95 
пациенты, контактировавшие с больными COVID-19, но с отрицательным 96 
результатом на наличие вируса или антител к вирусу SARS-CoV-2 в ПЦР-РВ 97 
и хемилюминсцентном  иммуноанализе. Забор биологического материла 98 
осуществлялся в контрольных точках исследования: 4 месяца, 6 месяцев, 8 99 
месяцев после перенесенного заболевания COVID-19. В работе использовали 100 
биоматериал в виде соскобов слизистых оболочек ротоглотки, носоглотки и 101 
ротовой полости. Забор материала производился цитощеточкой типа А 102 
(Юнона, РФ) и транспортировался в лабораторию в пробирке на 1,5 мл в 103 
физиологическом растворе (Панеко, РФ) в закрытом пакете. Для изучения 104 
генетических маркеров осуществлялся забор венозной крови: в группу с 105 
тяжелым течением COVID-19 вошло 99 человек, с легким течением – 24 106 
человека, контрольную группу составили 25 человек.  107 

Из полученного биоматериала выделяли нуклеиновые кислоты методом 108 
сорбции на селикагеле с использованием коммерческого набора «РИБО-сорб» 109 
(Amplisense, Россия) в соответствии с инструкцией. Проверка качества 110 
выделенной РНК для исследования экспрессии генов TLR3, TLR7, IL1β, IL28, 111 
TNF-α осуществлялась с помощью спектрофотометра Nanodrop 2000® 112 
(Thermo Scientific, США). Реакцию обратной транскрипции и последующий 113 
анализ методом ПЦР-РВ проводили с помощью коммерческих наборов 114 
«Набор для обратной траскрипции ОТ-1» и «Набор реагентов для проведения 115 
ПЦР-РВ в присутствии красителя SYBR Green I» (Синтол, РФ). 116 
Последовательность праймеров для генов TLR3, TLR7, IL1β, IL28, TNF-α 117 
подбирали с помощью программы Vector NTI, анализируя последовательность 118 
интересующих генов, полученную из GenBank[1, 2]. Стандартизация 119 
результатов ПЦР-РВ проводилась по уровню экспрессии гена «домашнего 120 
хозяйства» β-актина. Обхват экспрессии гена был посчитан методом 121 
относительного анализа экспрессии гена ∆∆Ct[22]. Статистическую обработку 122 
результатов проводили с использованием критерия Манна-Уитни (GraphPad 123 
Prism ver.8, США). Данные на графиках представлены в виде медианных 124 
значений.  125 

Идентификация полиморфных маркеров в генах IL28B, TLR4 и TLR9 126 
также осуществлялась при помощи ПЦР-РВ. Для идентификации 127 
полиморфных маркеров в гене IL28B были использованы готовые 128 
коммерческие наборы фирмы «Синтол» (РФ). Для оценки полиморфных 129 
маркеров rs352140 (TLR9) и rs11536889 (TLR4) были использованы реактивы 130 
из «Набора реагентов для проведения ПЦР-РВ» (Синтол, РФ) и специально 131 
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синтезированные праймеры и зонды (Синтол, РФ). Исследование 132 
полиморфных маркеров rs5743836 (TLR9) и rs4986791 (TLR4) осуществлялось 133 
при помощи адаптированной методики с использованием коммерческих 134 
наборов фирмы «Литех» (РФ) и «Набора для проведения ПЦР-РВ в 135 
присутствии интеркалирующего красителя SYBR Green I» (Синтол, РФ). 136 
Статистический анализ был выполнен с применением точного критерия 137 
Фишера (Fi) (FisherExact.exe, Dr.Haseeb A.Khan, Саудовская Аравия, 138 
http://www.biometrica.tomsk.ru), критерия χ2, критерия χ2 с поправкой Йейтса, 139 
расчётом отношения шансов и 95% доверительного интервала (Microsoft Excel 140 
2016, США). 141 
3 Результаты и обсуждение 

При заражении COVID-19 на уровне слизистых оболочек ротовой 142 
полости и носоглотки вирус SARS-CoV-2 контактирует с PRRs, такими как 143 
TLR3 и TLR7. TLR3 опосредует индукцию транскрипции интерферонов I типа 144 
(IFN), провоспалительных цитокинов и хемокинов, тем самым запуская цепь 145 
противовирусных иммунных реакций[6, 12, 13] Активация TLR7 также 146 
приводит к продукции провоспалительных цитокинов, таких как IL-1, IL-6, 147 
TNF-α, IFN 1 типа и др.[12]. Активация PRRs и последующая выработка 148 
провоспалительных факторов при длительной стимуляции вирусом SARS-149 
CoV-2 может вызвать затяжной воспалительный процесс, приводящий к 150 
тяжелому повреждению легких. В дальнейшем такой иммунный ответ может 151 
привести к системному воспалению и к повреждению других органов и 152 
тканей. Поэтому оценка уровня экспрессии рецепторных и эффекторных 153 
молекул врожденного иммунитета в период реабилитационного процесса у 154 
лиц, перенесших COVID-19, позволит лучше понять фундаментальные 155 
процессы, происходящие в иммунной системе на уровне слизистых оболочек, 156 
а также прогностически оценить риск возникновения тяжелого течения 157 
COVID-19 и дальнейших осложнений, вызванных длительной стимуляцией 158 
вирусом SARS-CoV-2 иммунной системы. Полученные данные представлены 159 
в таблице 1. 160 

Нами было выявлено достоверное снижение уровня экспрессии генов 161 
рецепторов врожденного иммунитета TLR3 и TLR7 на уровне слизистых 162 
оболочек носоглотки и ротоглотки в течение всего периода реабилитации. 163 
Однако на уровне слизистых носоглотки и ротоглотки наблюдается тенденция 164 
к увеличению уровня экспрессии данных генов. Такое увеличение уровня 165 
экспрессии генов молекул врожденного иммунитета можно объяснить тем, что 166 
количество мРНК коррелирует с уровнями воспаления и потенциального 167 
повреждения тканей, которое сохраняется после перенесения заболевания 168 
COVID-19 [6; 13; 14].  169 

Экспрессия генов цитокинов IL1β, IL28, TNFα была разнонаправленной. 170 
Наблюдалось увеличение уровня экспрессии IL1β на слизистых оболочках 171 
ротоглотки и носоглотки; в частности, нами было выявлено достоверное 172 
увеличение уровня экспрессии IL1β на  эпителиальных клетках носоглотки (в 173 
108,5 раз, Р< 0,05) на 4 месяц после перенесенного заболевания COVID-19, 174 
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которое поддерживалось на высоком уровне в последующие месяцы. Можно 175 
сделать вывод, что уровень экспрессии гена IL1β остается высоким после 176 
перенесенного заболевания COVID-19. Такой высокий уровень экспрессии 177 
гена на слизистых оболочках носоглотки у лиц, перенесших данное 178 
заболевание, может объясняться ролью IL-1β в иммунном ответе, 179 
направленном на вирусные инфекции.  Данный цитокин играет роль в 180 
рекрутировании и активации иммунных клеток, не обладая при этом прямой 181 
противовирусной активностью. Через свой рецептор IL1R1 он регулирует 182 
активацию провоспалительных цитокинов, хемоаттрактантов, не нарушая при 183 
этом противовирусного ответа IFNs. Помимо этого, данный цитокин 184 
активирует имфламмасомы для успешной элиминации вирусных частиц.  В 185 
частности, некоторые исследования свидетельствуют о том, что высокий 186 
уровень активации воспалительных инфламмасом NLRP3 в сочетании с 187 
продукцией IL-18 и IL-1β в дальнейшем отрицательно влияет на функцию [3, 188 
19]. Возможно, именно гиперэкспрессия данных цитокинов на уровне 189 
слизистого эпителия носоглотки и ротоглотки в дальнейшем может вызывать 190 
когнитивные нарушения, характерные для лиц, перенесших заболевание 191 
COVID-19 в тяжелой форме течения.  192 

При изучении противовирусного цитокина IL28 нами было выявлено 193 
достоверное снижение уровня экспрессии гена на слизистых оболочках 194 
ротоглотки и ротовой полости. Однако уровень экспрессии гена IL28 195 
сохранялся высоким во входных воротах инфекции, а именно в носоглотке. 196 
Hannah E. Davis, Lisa McCorkell выяснили, что высокий уровень экспрессии и 197 
продукции IFNs, в частности IFNλs может сохраняться высоким спустя более, 198 
чем полгода с момента заболевания COVID-19[8].  199 

Сохраняется и высокий уровень экспрессии TNF-α на уровне слизистого 200 
эпителия носоглотки. Такое изменение в сторону гиперэкспрессии TNF-α 201 
возможно объяснить сохранностью локального умеренного воспаления. 202 
Известно, что при многих тяжелых вирусных заболеваний на системном 203 
уровне сохраняется умеренная воспалительная реакция организма со 204 
значительными изменениями уровней циркулирующих цитокинов, таких как 205 
IL-1 (IL-1α и IL-1β) и TNFα[26]. Однако клеточные механизмы на уровне 206 
мукозального иммунитета, их роль и их терапевтический потенциал еще 207 
предстоит изучить у выздоровевших пациентов.  208 

Как было отмечено ранее, заболевание COVID-19 вызывает стойкие 209 
изменения в работе организма. Вирус SARS-CoV-2 запускает множество 210 
патофизиологических состояний, которые могут усугублять тяжелые 211 
хронические состояния пациентов [15]. На сегодняшний день существует 212 
множество работ о влиянии «цитокинового шторма» на сопутствующие 213 
заболевания в анамнезе у лиц с заболеванием COVID-19 [15,16,20]. Также 214 
множество исследований посвящено влиянию уровня экспрессии 215 
эффекторных молекул на развитие аутоиммунитета и тяжелых 216 
патофизиологических состояний [18; 22; 23]. Однако такие исследования в 217 
основном направлены на системный уровень. Интересно было оценить 218 
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уровень экспрессии эффекторных молекул врожденного иммунитета на 219 
уровне слизистых оболочек барьерных тканей (ротоглотка, носоглотка, 220 
ротовая полость) у лиц, перенесших заболевание COVID-19 с хроническими 221 
заболеваниями в анамнезе. Поскольку, высокий уровень экспрессии как 222 
рецепторных, так и эффекторных молекул врожденного иммунитета был 223 
высоким на уровне слизистой оболочки носоглотки у лиц, перенесших 224 
заболевание COVID-19, было интересно посмотреть, как экспрессия 225 
эффекторных молекул будет ассоциирована с сопутствующими хроническими 226 
заболеваниями. В работе получены следующие результаты. Нами было 227 
выявлено (Рисунок 1), что у лиц с хронической  сопутствующей патологией 228 
как сердечно-сосудистой, так и легочной системы (верхних дыхательных 229 
путей (ВДП) и нижних дыхательных путей (НДП)), перенесших заболевание 230 
COVID-19, уровень экспрессии IL1β сохраняется высоким на 4 месяц после 231 
перенесённого заболевания. Такой высокий уровень экспрессии IL1β 232 
характерен для лиц с хроническими заболеваниями легочной [20]. Так, 233 
например, высокие уровни экспрессии IL1β являются прогностическими для 234 
хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ)[27].   235 

 Однако уровень экспрессии IL1β в дальнейшем снижается в 20 раз у 236 
группы лиц лиц с хронической сопутствующей патологией легочной системы. 237 
Похожая картина наблюдается и у лиц с хронической сопутствующей 238 
патологией сердечно-сосудистой системы. Нами был выявлен высокий 239 
уровень экспрессии IL1β на уровне эпителиальных клеток носоглотки на 4 240 
месяц после перенесенного заболевания COVID-19, который снижался в 241 
последующие месяцы (6 месяц и 8 месяц). Интересно отметить, что уровень 242 
экспрессии гена IL1β на уровне слизистой оболочки носоглотки у лиц без 243 
хронических заболеваний в анамнезе исходно был низким, возрастал спустя 244 
полгода после перенесенного заболевания, и затем снижался.  245 

Относительно уровня экспрессии TNF-α у лиц с сопутствующими 246 
хроническими заболеваниями, наблюдалась следующая картина (Рисунок 2). 247 
При сопутствующих хронических легочных заболеваниях у лиц, 248 
переболевших COVID-19, исходно высокий уровень экспрессии TNF-α на 249 
уровне эпителиальных клеток носоглотки в последующие месяцы после 250 
инфекционного процесса, вызванного SARS-CoV-2, плавно снижался (в 2,3 251 
раза на 6 месяц и 7,3 раза на 8 месяц относительно исходного уровня). Другая 252 
картина наблюдалась у лиц с сопутствующими заболеваниями сердечно-253 
сосудистой системы (ССС). Нами было выявлено снижение уровня экспрессии 254 
в 28 раз TNF-α на 4-6 месяц после перенесённого заболевания COVID-19. 255 
Однако, на 8 месяц после перенесённого заболевания COVID-19 наблюдается 256 
значительное увеличение уровня экспрессии TNF-α на уровне слизистой 257 
оболочки носоглотки. Возможно, такое увеличение уровня экспрессии гена 258 
TNF-α у лиц с патологией ССС в анамнезе объясняется тем, что при 259 
заболевании COVID-19 отмечается выраженное снижение количества 260 
лимфоцитов различных линий, включая Т-лимфоциты, CD4+, CD8+ и 261 
регуляторные Т-лимфоциты. Иммуносупрессия, возникающая при инфекции 262 
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SARS-CoV-2, а также перераспределение клеток иммунной системы могут 263 
быть связаны с временным снижением защитной функции клеток иммунной 264 
системы, с возможностью потери аутотолерантности к некоторым 265 
аутоантигенам. Однако в период реабилитации может происходить 266 
восстановление систем иммунитета, при котором может возникнуть 267 
нерегулируемый [4, 6]. 268 

Экспрессия молекул врожденного иммунитета при COVID-19 и его 269 
осложнениях зависит от многих факторов, включая гормональный фон, 270 
метилирование ДНК, активность регуляторных белков и миРНК и т.д. Также 271 
значимое влияние на экспрессию белковых молекул могут оказывать 272 
индивидуальные вариации генома человека, а именно полиморфные маркеры 273 
в изучаемых генах иммунитета. В нашем исследовании мы проанализировали 274 
ассоциацию тяжелого течения COVID-19 с полиморфизмами в генах 275 
врожденного иммунитета: IL28B (rs12979860 и rs8099917), TLR4 (rs11536889 276 
и rs4986791) и TLR9 (rs352140 и rs5743836). 277 

Анализ распределения частот аллелей и генотипов полиморфного 278 
маркера rs5743836 в гене TLR9 показал, что при тяжелом течении инфекции 279 
SARS-CoV-2 аллель T встречался в 7 раз чаще (p(Fi)<0,001; OR=7,2; 280 
95%CI=3,4-15,3), а генотип TT в 21 раз чаще по сравнению с контрольной 281 
группой (p(Fi)<0,001; OR=21,4; 95%CI=4,5-101,3) и почти в 10 раз чаще по 282 
сравнению с легким течением COVID-19 (p(Fi)=0,029; OR=9,7; 95%CI=1,1-283 
89,6). Генотип TC, напротив, в группе с тяжело протекающей инфекцией 284 
SARS-CoV-2 встречался значительно реже: в 3 раза по сравнению с 285 
контрольной группой (p(Fi)=0,025; OR=0,3; 95%CI=0,1-0,8) и в 11,5 раз по 286 
сравнению с легким течением (p(Fi)=0,018; OR=0,09; 95%CI=0,01-0,8). Также 287 
в группе с тяжело протекающей инфекцией SARS-CoV-2 по сравнению с 288 
контрольной группой реже встречалась гомозигота CC (p(Fi)=0,001; OR=0,08; 289 
95%CI=0,02-0,4). Данные представлены на Рисунке 3. Анализ полиморфного 290 
маркера rs352140 в гене TLR9 не выявил значимых ассоциаций с тяжелым 291 
течением COVID-19. Также мы рассмотрели два изучаемых маркера в гене 292 
TLR9 в совокупности (rs352140&rs5743836) и изучили распространенность 293 
гаплотипов в изучаемых выборках. Статистически значимая разница была 294 
выявлена при анализе гаплотипа GATT, который встречался с частотой 0,302 295 
в основной группе, а в группах сравнения обнаружен не был (Рисунок 4). 296 

Исследование полиморфных маркеров rs11536889 и rs4986791 в гене 297 
TLR4 не выявило непосредственной связи данных маркеров с тяжелым 298 
течением COVID-19. Однако, анализ показал, что генотип CT (rs4986791) 299 
ассоциирован с восприимчивостью к инфекции SARS-CoV-2 (p(Fi)=0,044), в 300 
то время как генотип CC при COVID-19 встречался значительно реже 301 
(p(Fi)=0,025). Анализ гаплотипов продемонстрировал следующую 302 
закономерность: в контрольной выборке встречались только гаплотипы GGCC 303 
(частота 0,917) и GCCC (0,083), в то время как при тяжелом течении COVID-304 
19 помимо GGCC (0,658) и GCCC (0,178), встречались еще гаплотипы GGCT 305 
(0,137), GCCT (0,014) и GCTT (0,014). Статистический анализ также выявил, 306 
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что при тяжелой инфекции SARS-CoV-2 гаплотип GGCC встречался реже 307 
(OR=0,2; 95%CI=0,04-0,8), что продемонстрировано на рисунке 5. 308 

 309 
Анализ полиморфных маркеров rs12979860 и rs8099917 в гене IL28B не 310 

выявил ассоциации с тяжелым течением инфекции SARS-CoV-2. Вероятно, 311 
выявленные нами изменения в экспрессии данного гена на уровне слизистых 312 
оболочек верхних дыхательных путей у лиц с COVID-19 могут быть вызваны 313 
другими факторами или генетическими особенностями индивидов. 314 
4 Заключение 

В ходе проведенного нами исследования была показана прогностическая 315 
роль полиморфных маркеров и гаплотипов в генах TLR9 (rs352140 и 316 
rs5743836) и TLR4 (rs11536889 и rs4986791) в отношении риска развития 317 
тяжелого течения инфекции SARS-CoV-2. Было выявлено, что генотип TT 318 
(rs5743836) и гаплотип GATT в гене TLR9 повышают риск развития патологии 319 
в 21 и 8 раз соответственно. Также с тяжелым течением ассоциирована 320 
гетерозигота (rs4986791) в гене TLR4. Напротив, генотип TC и гомозигота CC 321 
полиморфного маркера rs5743836 в гене TLR9 при тяжелом течении COVID-322 
19 встречались в 3 и 12 раз реже. Генотип СС (rs4986791) и гаплотип GGCC в 323 
гене TLR4 также играли протективную роль в отношении тяжелого течения 324 
инфекции SARS-CoV-2, снижая риск её развития в 5 раз.  325 

При изучении отдаленных последствий COVID-19 было выявлено, что у 326 
пациентов, перенесших заболевание, сохраняется дисбаланс экспрессии 327 
рецепторных и эффекторных молекул врожденного иммунитета на уровне 328 
слизистых оболочек ВДП. Наблюдается снижение уровня экспрессии как 329 
рецепторных молекул (TLR3, TLR7), так и факторов противовирусного 330 
иммунного ответа (IL28) в слизистых ротоглотки на фоне общего увеличения 331 
этих маркеров в эпителиальных клетках слизистой оболочки носоглотки. Эти 332 
изменения способны влиять на другие хронические заболевания, включающие 333 
в себя нарушения в работе сердечно-сосудистой и дыхательной систем.  334 

Таким образом, были изучены экспрессионные и генетические факторы 335 
врожденного иммунитета, приводящие к тяжелому течению инфекции SARS-336 
CoV-2 и, как следствие, к стойким изменениям в иммунной системе в течение 337 
длительного времени после выздоровления, что расширяет  наши знания о 338 
молекулярно-генетических механизмах, связанных с длительным течением 339 
COVID-19. Кроме того, полученные в ходе исследования результаты могут 340 
помочь оценить риски развития тяжелого течения инфекции, вызванной 341 
SARS-CoV-2, и развивающихся впоследствии осложнений у 342 
госпитализированных пациентов. 343 
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ТАБЛИЦЫ 
 
 
Таблица (№1)Экспрессионный профиль молекул  
рецепторных и эффекторных молекул врожденного иммунитета на уровне 
слизистых оболочек верхних дыхательных путей у лиц  
перенесших заболевание COVID-19 относительно контрольной группы  
Table (№1) Expression profile of receptor and effective molecules of innate 
immunity at the level of the mucous means of the upper respiratory tract in persons 
who have recovered from COVID-19 relative to the control group 
 
 

 Ротоглотка (oropharynx) 

 4 месяц (4 month) 6 месяц (6 month) 8 месяц (8 month) 

 

Изменение/ 

Changes 

Р уровень 
значимости/ 
P level of 
significance 

Изменение/ 

Changes 

Р уровень 
значимости/ P 
level of 
significance 

Изменение/ 

(Changes) 

Р уровень 
значимости/ P 
level of 
significance 

TLR3 
↓ в 28 
*10^4 0,0238 ↓ в 11*10^4 0,0238 ↓  0,069 

TLR7 ↓ в 119,4 0,0101 ↓ в 148,3 0,0005 ↓ в 456,07 0,0005 

IL1b ↑ 0,2949 ↑ 0,1079 ↑ 0,5728 

IL28 ↓ в 215,5 0,0012 ↓ в 278,4 0,0007 ↓ в 533,5  0,0095 

TNF-a ↓ 0,8357 ↓ 0,2284 ↓ в 34 р 0,0992 

 Носоглотка (Nasopharynx) 

 4 месяц (4 month) 6 месяц (6 month) 8 месяц (8 month) 

 

Изменение/ 

Changes 

Р уровень 
значимости/ 
P level of 
significance 

Изменение/ 

Changes 

Р уровень 
значимости/ P 
level of 
significance 

Изменение/ 

Changes 

Р уровень 
значимости/ P 
level of 
significance 

TLR3 ↑ 0,4079 ↑ 0,0879 ↑ 0,1898 

TLR7 ↔ 0,9015 ↑ 0,8048  ↔ 0,2086 

IL1b ↑  в 108,5 0,0328 ↑ 0,1259 ↑ 0,3749 

IL28 ↑ 0,7473 ↑ 0,3489 ↑ 0,6154 

TNF-a ↑ в 421,5 0,0044 ↑ в 184,5 0,0031 ↑ в 23,06 0,0068 

 Ротовая полость (Oral cavity) 

 4 месяц (4 month) 6 месяц (6 month) 8 месяц (8 month) 

 Изменение/ Р уровень 
значимости/ 

Изменение/ Р уровень 
значимости/ P 

Изменение/ Р уровень 
значимости/ P 
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Примечание. ↑- Увеличение уровня экспрессии относительно группы условно здоровых лиц. 
↓- снижение уровня экспрессии относительно группы условно здоровых лиц. ↔- 
равнозначный уровень экспрессии с контрольной группой. Жирным выделены достоверно 
значимые результаты (при p≤0,05 по тестам Манна Уитни) исследования 
экспрессионного профиля молекул.  
Note. ↑- Increase in expression level relative to a group of conditionally healthy individuals. ↓ - 
decrease in expression level relative to a group of conditionally healthy individuals. ↔- equivalent 
level of expression with the control group. Reliably significant results (at p≤0.05 according to 
Mann Whitney tests) of the study of the expression profile of molecules are highlighted in bold. 

Changes P level of 
significance 

Changes level of 
significance 

Changes level of 
significance ges 

TLR3 ↑ 0,1416 ↑ 0,0206 ↑ 0,2818 

TLR7 ↑ 0,9773 ↑ 0,3922 ↔ 0,5083 

IL1b ↓ 0,1416 ↓ 0,1416 ↓ 0,1135 

IL28 ↓ в 29*10^4 0,0007 ↓ в 41 *10^4 0,0007 ↓ в 73 *10^4 0,0007 

TNF-a ↔ 0,6669 ↑ 0,2257 ↔ 0,5489 
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РИСУНКИ 
 
 
Рисунок 1. Уровень экспрессии гена IL1β в носоглотке у лиц перенесших 
заболевание COVID-19 
Figure 1. IL1β gene expression level in the nasopharynx of individuals who have 
had COVID-19 disease 
 

 

Примечание. По оси абсцисс время и группы. По оси ординат Относительные единицы от 

числа копий β-актина. Красным цветом – экспрессия гена IL1β у лиц с сопутствующей ССС 

патологией в анамнезе. Синим цветом- экспрессия гена IL1β у лиц с сопутствующей 

патологией дыхательных путей ( ВДП и НДП) в анамнезе. Зеленым цветом - экспрессия 

гена IL1β у лиц без отягощённого анамнеза. 

Note. The x-axis is time and groups. Y axis Relative units of β-actin copy number. Red color 

shows the expression of the IL1β gene in individuals with a history of concomitant CVD 

pathology. Blue color indicates IL1β gene expression in individuals with a history of concomitant 

respiratory tract pathology. Green color shows the expression of the IL1β gene in individuals 

without a significant medical history. 
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Рисунок 2. Уровень экспрессии гена TNF-α в носоглотке у лиц перенесших 
заболевание COVID-19 
Figure 2. Level of expression of the TNF-α gene in the nasopharynx in individuals 
who have had COVID-19 disease 

 

Примечание. По оси абсцисс время и группы. По оси ординат Относительные единицы от 

числа копий β-актина. Красным цветом – экспрессия гена TNF-α у лиц с сопутствующей 

ССС патологией в анамнезе. Синим цветом- экспрессия гена TNF-α у лиц с сопутствующей 

патологией дыхательных путей ( ВДП и НДП) в анамнезе. Зеленым цветом - экспрессия 

гена TNF-α у лиц без отягощённого анамнеза. 

Note. The x-axis is time and groups. Y axis Relative units of β-actin copy number. Red color 

shows the expression of the TNF-α gene in individuals with a history of concomitant CVD 

pathology. Blue color indicates the expression of the TNF-α gene in individuals with a history of 

concomitant respiratory tract pathology. Green color - TNF-α gene expression in in individuals 

without a significant medical history. 
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Рисунок 3. Распределение частот генотипов полиморфного маркера rs5743836 

гена TLR9 в группах с тяжелым и легким течением коронавирусной инфекции 

и в контрольной группе. По оси абсцисс представлены исследуемые группы, 

по оси ординат представлена частота. * - p≤0,05 

Figure 3. Distribution of genotype frequencies of the polymorphic marker rs5743836 

of the TLR9 gene in groups with severe and mild coronavirus infection and in the 

control group. The x-axis represents the study groups, and the y-axis represents 

frequency. * - p≤0.05 
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Рисунок 4. Распределение частот гаплотипов GATT полиморфных маркеров 

rs352140 и rs5743836 гена TLR9 в группах с тяжелым и легким течением 

коронавирусной инфекции и в контрольной группе. По оси абсцисс 

представлены исследуемые группы, по оси ординат представлена частота. * - 

p≤0,05 

Figure 4. Distribution of haplotype frequencies of GATT polymorphic markers 

rs352140 and rs5743836 of the TLR9 gene in groups with severe and mild 

coronavirus infection and in the control group. The x-axis represents the study 

groups, and the y-axis represents frequency. * - p≤0.05 
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Рисунок 5. Распределение частот гаплотипов GGCC полиморфных маркеров 

rs11536889 и rs4986791 гена TLR4 в группах с тяжелым и легким течением 

коронавирусной инфекции и в контрольной группе. По оси абсцисс 

представлены исследуемые группы, по оси ординат представлена частота. * - 

p≤0,05 

Figure 5. Distribution of frequencies of GGCC haplotypes of polymorphic markers 

rs11536889 and rs4986791 of the TLR4 gene in groups with severe and mild 

coronavirus infection and in the control group. The x-axis represents the study 

groups, and the y-axis represents frequency. * - p≤0.05 
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