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Новая коронавирусная инфекция на сегодняшний день привела к гибели свыше 4 млн человек и представ-
ляет собой наиболее значимую проблему мирового здравоохранения. Первый зафиксированный случай 
COVID-19 отмечен в Китайской Народной Республике (КНР) (г. Ухань) в декабре 2019 г., а уже 11 марта 2020 г.  
Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) объявила пандемию в связи с быстрым распространени-
ем этой инфекции. Помимо поражения органов дыхания её возбудитель SARS-CoV-2 способен вызывать 
тяжёлые осложнения, которые могут затронуть практически все системы организма. В связи с недостаточ-
ной эффективностью терапии COVID-19 сохраняется острая необходимость в разработке эффективных 
специфических лекарственных средств. Среди известных подходов к созданию противовирусных препа-
ратов весьма перспективным направлением является получение соединений, действие которых опосредо-
вано механизмом РНК-интерференции. РНК-интерференция – регуляторный путь, при котором молекула 
малой интерферирующей РНК (миРНК; small interfering RNA, siRNA) подавляет экспрессию гена-мишени. 
Это явление позволяет быстро создать целую серию высокоэффективных противовирусных веществ при 
условии, что известна только последовательность матричной РНК (мРНК, mRNA) целевого вирусного бел-
ка. В настоящем обзоре рассматривается возможность клинического применения миРНК, направленных 
на подавление репродукции нового коронавируса SARS-CoV-2, с учётом опыта подобных исследований 
на моделях инфицирования SARS-CoV и MERS-CoV. Важно помнить, что эффективность использования 
молекул миРНК, нацеленных на вирусные гены, может снизиться из-за формирования к ним устойчивости 
патогена. В связи с этим особого внимания заслуживает дизайн миРНК, нацеленных на клеточные факто-
ры, необходимые для репродукции SARS-CoV-2.
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COVID-19 has killed more than 4 million people to date and is the most significant global health problem. The 
first recorded case of COVID-19 had been noted in Wuhan, China in December 2019, and already on March 
11, 2020, World Health Organization declared a pandemic due to the rapid spread of this infection. In addition to 
the damage to the respiratory system, SARS-CoV-2 is capable of causing severe complications that can affect 
almost all organ systems. Due to the insufficient effectiveness of the COVID-19 therapy, there is an urgent need 
to develop effective specific medicines. Among the known approaches to the creation of antiviral drugs, a very 
promising direction is the development of drugs whose action is mediated by the mechanism of RNA interference 
(RNAi). A small interfering RNA (siRNA) molecule suppresses the expression of a target gene in this regulatory 
pathway. The phenomenon of RNAi makes it possible to quickly create a whole series of highly effective antiviral 
drugs, if the matrix RNA (mRNA) sequence of the target viral protein is known. This review examines the possibility 
of clinical application of siRNAs aimed at suppressing reproduction of the SARS-CoV-2, taking into account the 
experience of similar studies using SARS-CoV and MERS-CoV infection models. It is important to remember that 
the effectiveness of siRNA molecules targeting viral genes may decrease due to the formation of viral resistance. 
In this regard, the design of siRNAs targeting the cellular factors necessary for the reproduction of SARS-CoV-2 
deserves special attention.
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Введение
Новая коронавирусная инфекция на сегодняшний 

день привела к гибели более 4 млн человек и пред-
ставляет собой наиболее значимую проблему здра-
воохранения во всём мире [1]. Возбудитель тяжёло-

го инфекционного заболевания COVID-19 – коро-
навирус SARS-CoV-2, относящийся к виду Severe 
acute respiratory syndrome-related coronavirus рода 
Betacoronavirus семейства Coronaviridae [2]. Пер-
вый зафиксированный случай COVID-19 отмечен 
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в Ухане (Китайская Народная Республика (КНР)) 
в декабре 2019 г., а уже 11 марта 2020 г. ВОЗ объя-
вила пандемию в связи с быстрым тотальным рас-
пространением инфекции [3]. Новый коронавирус 
поражает в первую очередь дыхательные пути, од-
нако его осложнения затрагивают не только респи-
раторную, но и сердечно-сосудистую, центральную 
нервную и мочевыделительную системы. Известно, 
что SARS-CoV-2 способен вызывать такие серьёзные 
последствия, как острая сердечная, почечная и ды-
хательная недостаточность, кардиомиопатии, арит-
мии, септический шок, цитокиновый шторм, поэтому 
в особую группу риска входят страдающие сахарным 
диабетом, хроническими заболеваниями лёгких, по-
чек, сердца, различными иммунодефицитами [4–11]. 
По данным ряда исследований, помимо стандартных 
классических респираторных проявлений COVID-19, 
существует риск развития мультисистемного воспа-
лительного синдрома, включающего в себя наруше-
ния работы желудочно-кишечного тракта, сердеч-
но-сосудистой системы, шоковые состояния как у де-
тей (multisystem inflammatory syndrome in children, 
MIS-C), так и у взрослых (multisystem inflammatory 
syndrome in adults, MIS-A) [12–14]. 

Специфическая терапия COVID-19 затруднитель-
на, поскольку рекомендуемые для её лечения лекар-
ственные средства либо недостаточно эффективны, 
либо их эффективность не доказана в полной мере. 
Показано, что применение препарата Лопинавир+Ри-
тонавир (Lopinavir+Ritonavir) не приводит к значи-
тельным успехам в терапии новой коронавирусной 
инфекции, поскольку число принимавших его умер-
ших пациентов было равным количеству летальных 
исходов у больных в контрольной группе со стан-
дартным лечением [15]. В исследовании S. Joshi и со-
авт. указывается на улучшение состояния пациентов 
с лёгкими и среднетяжёлыми формами COVID-19 
при назначении препарата Фавипиравир (Favipiravir), 
однако необходимы крупные рандомизированные 
исследования, демонстрирующие его явные клини-
ческие преимущества: сокращение продолжительно-
сти заболевания, снижение времени госпитализации 
и меньшая потребность в кислороде [16]. В другой 
работе, посвящённой влиянию лекарственного пре-
парата Гидроксихлорохин (Hydroxychloroquine) на 
течение новой коронавирусной инфекции, продемон-
стрировано, что применение этого медикамента ассо-
циировано с повышенным риском возникновения же-
лудочковых аритмий и летального исхода [17]. При-
менение интерферонов (IFN) для контроля COVID-19 
носит весьма ограниченный характер. Более того, M. 
Sa Ribero и соавт. показано, что препараты IFN I типа 
неэффективны на поздних стадиях заболевания [18]. 
На сегодняшний день большие надежды связаны с по-
явлением вакцин, направленных на формирование 
активного иммунитета против SARS-CoV-2. Однако 
существует ряд проблем, ограничивающих массовую 
вакцинопрофилактику: отсутствие данных о длитель-
ности поствакцинального иммунитета; значительная 
группа лиц, вакцинация которых не представляется 

возможной ввиду противопоказаний; низкий уровень 
доверия населения к вакцинопрофилактике; антипри-
вивочная пропаганда (антивакцинаторство) [19–23]. 
Остро стоит и проблема наращивания производства 
вакцинных препаратов в объёмах, достаточных для 
иммунизации большей части населения планеты.

В связи с этим сохраняется острая необходимость 
в разработке эффективных специфических лекар-
ственных средств для лечения COVID-19. Среди из-
вестных подходов в этом направлении весьма пер-
спективно получение соединений, действие которых 
опосредовано механизмами РНК-интерференции 
[24]. 

В настоящее время известно несколько подобных 
препаратов, позиционирующихся для лечения других 
заболеваний вирусной этиологии и проходящих кли-
нические испытания. Обнадёживающие результаты 
продемонстрировали противовирусные препараты 
Miravirsen (Santaris Pharma) (показания – терапия ви-
русного гепатита С), pHIV7-shITAR-CCR5RZ (City of 
Hope Medical Center) (показания – лечение ВИЧ-ин-
фекции), ALN-RSV01 (Alnylam Pharmaceuticals) (по-
казания – терапия инфекции, вызванной респиратор-
но-синцитиальным вирусом) [25, 26].

Цель данного обзора – оценка потенциала клини-
ческого применения малых интерферирующих РНК 
(миРНК; small interfering RNA, siRNA), направлен-
ных на подавление репродукции коронавируса SARS-
CoV-2, с учётом опыта исследования миРНК в отно-
шении инфекций SARS-CoV и MERS-CoV. 

В настоящее время лицензированные противови-
русные средства на основе миРНК отсутствуют. Од-
нако важно отметить, что разрешение на клиническое 
применение получили 2 препарата для терапии ред-
ких наследственных заболеваний: Patisiran (Alnylam 
Pharmaceuticals) – амилоидной полинейропатии, 
и Givosiran (Alnylam Pharmaceuticals) – острой печё-
ночной порфирии [27, 28]. Наличие уже одобренных 
препаратов с механизмом действия, основанным на 
РНК-интерференции, позволяет надеяться на созда-
ние аналогичных противовирусных средств.

Биологическая сущность РНК-интерференции
РНК-интерференция – регуляторный путь, при 

котором молекула миРНК подавляет экспрессию ге-
на-мишени [29]. Это явление открыто в 1998 г. учё-
ными A. Fire (Э. Файер) и C. Mello (К. Мелло) у не-
матоды Caenorhabditis elegans. Ими также были обо-
значены касающиеся этого биологического феномена 
основные положения, показывающие, что:

– при РНК-интерференции расщепляется матрич-
ная РНК (мРНК);

– двухцепочечная РНК (дцРНК), которая определя-
ет комплементарный участок являющейся мишенью 
мРНК, эффективнее, чем одноцепочечная (оцРНК);

– для нокдауна генов достаточно лишь короткого 
фрагмента дцРНК [30].

Механизм РНК-интерференции заключается в том, 
что эндонуклеаза Dicer расщепляет чужеродную  
дцРНК на отдельные двухцепочечные фрагменты 
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длиной до 25 п.н., которые и представляют собой 
миРНК. Затем происходит связывание последних 
с комплексом белков RISC (RNA-induced silencing 
complex, РНК-индуцируемый комплекс выключения 
гена (сайлесинга)) с последующим распознаванием 
и разрушением этой структурой мишени – мРНК [31].

Разработка противовирусных средств на основе 
РНК-интерференции

Известно, что геномные последовательности 
SARS-CoV, MERS-CoV и SARS-CoV-2 имеют сход-
ство между собой [32, 33]. Последовательности мР-
НК большинства их белков также схожи друг с дру-
гом на 79,6% [34]. Ранние исследования воздействия 
миРНК на геном SARS-CoV и MERS-CoV дали поло-
жительные результаты подавления вирусной репро-
дукции как in vitro, так и in vivo. Исходя из того, что 
SARS-CoV, MERS-CoV и SARS-CoV-2 филогенети-
чески близки и относятся к одному роду семейства 
Coronaviridae, использование механизма РНК-интер-
ференции в подавлении репродукции SARS-CoV-2 
может быть весьма многообещающим.

Классические подходы к созданию  
противовирусных препаратов

Классическим методом получения противовирус-
ных средств является дизайн миРНК, ингибирующее 
действие которых направлено на вирусный геном. 
В одной из ранних работ по определению мише-
ней у SARS-CoV для РНК-интерференции B. Meng 
и соавт. провели скрининг и идентификацию миРНК  
для подавления экспрессии генов вируса SARS-
CoV. Авторы синтезировали гены белка оболочки E 
и РНК-зависимой РНК-полимеразы (RNA-dependent 
RNA-polymerase, RDRP), после чего трансфициро-
вали ими клетки NIH 3T3. По данным полимераз-
ной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) 
оба этих гена экспрессировались в клетках после их 
трансфекции. Далее синтезированы 2 миРНК для ге-
на Е (Ei1 и Ei2) и 4 – для гена RDRP (Ri1, -2, -3, -4), 
которыми, в свою очередь, были трансфицированы 
эти же клетки. Через 48 ч проведена количественная 
ПЦР для оценки подавления экспрессии исследуемых 
генов. Согласно результатам эксперимента миРНК  
Ei1 снижала экспрессию гена Е на 89%, а миРНК Ei2 –  
на 97%. Полное подавление экспрессии RDRP пока-
зали миРНК Ri1 и Ri3, направленные к участкам его 
мРНК в позициях 118–140 и 394–415 п.н. соответ-
ственно. Эффективность же миРНК Ri2, направлен-
ной к участку 224–245 п.н., составила 60%. При этом 
миРНК Ri4 не оказала какого-либо влияния на экс-
прессию гена RDRP. Проведено 3 подобных экспери-
мента, в каждом из которых получены аналогичные 
результаты. Таким образом, определён ряд миРНК, 
которые эффективно блокировали экспрессию генов 
E и RDRP. Эти молекулы, вероятно, найдут примене-
ние в ходе дальнейших исследований цикла репро-
дукции SARS-CoV и потенциально могут быть изу-
чены в качестве терапевтических агентов для лечения 
вызываемого им заболевания [35].

Y. Wang и соавт. изучали эффективность миРНК, 
направленные на ген мембранного белка М вируса 
SARS-CoV. В качестве мишеней были выбраны 2 наи-
более консервативных участка нуклеотидной после-
довательности мРНК М-белка (221–242 и 466–486 
п.н.); синтезированы 2 миРНК si-M1 и si-M2, на-
правленных к этим участкам соответственно. Затем 
выполнялось слияние М-гена с EGFP-геном с даль-
нейшим конструированием плазмиды pEGFP-M и по-
следующей трансфекцией полученной конструкцией 
культуры клеток HEK 293. Влияние миРНК на М-ген 
определяли посредством ПЦР-РВ с обратной транс-
крипцией (ОТ-ПЦР-РВ) и оценкой экспрессии EGFP. 
При использовании si-M1 и si-M2 достигалось 8-крат-
ное снижение экспрессии гена М вследствие его ин-
гибирования. Более высокие дозы si-M1 приводили 
к нарастанию выраженности этого эффекта в 2–3 раза 
по сравнению с первоначальным значением [36].

Далее, P. Zhao и соавт. продемонстрировали эффек-
тивность сконструированных ими плазмидных векто-
ров, несущих гены коротких шпилечных РНК (кшРНК;  
small hairpin RNA, shRNA), нацеленных на N-ген 
SARS-CoV, в экспериментах на мышах (Mus musculus). 
Полученные плазмидные векторы pN-EGFP,  
pU6-shN388 и pUC18, несущие последовательности 
генов N и миРНК, вводились внутримышечно 6-не-
дельным самкам мышей линии BALB/c. Животные 
были случайным образом распределены в 2 груп-
пы: опытную и контрольную (по 4 особи в каждой). 
Каждые 4 сут осуществлялся забой одной из мышей 
в каждой группе для получения образцов мышечной 
ткани с целью последующего изучения экспрессии 
генов N и EGFP. ПЦР-анализ показал, что ингибиру-
ющий эффект миРНК (плазмида pU6-shN388) сохра-
нялся даже спустя 16 сут после инъекции. Уровень 
экспрессии мРНК N-гена SARS-CoV в мышцах жи-
вотных снижался до 19, 17, 21 и 23% по сравнению 
с контрольной плазмидой на 4, 8, 12 и 16 сут после 
инфицирования соответственно [37].

Эффективное ингибирующее действие миРНК 
в отношении вируса SARS-CoV на его штамме HKU-
39849 и культуре клеток Vero описали Z. Wang и соавт. 
Всего синтезировано 6 плазмид, кодирующих синтез 
миРНК, нацеленных на разные участки вирусного ге-
нома. Культура Vero была трансфицирована плазмида-
ми и инфицирована вирусом SARS-CoV. Наибольший 
эффект зарегистрирован для плазмид pSR02 и pSR03, 
кодирующих синтез миРНК, направленных на ген 
РНК-полимеразы вируса. Титр вируса уменьшался 
в 48 раз при воздействии pSR02 и в 96 раз – для pSR03 
по сравнению с заражёнными нетрансфицированными 
клетками. Кроме того, эффективно снижался синтез 
вирусных белков N и 3CL. Авторы полагают, что эти 
миРНК могут использоваться в процессе разработки 
специфического лекарственного препарата [38].

Успешное использование миРНК, направлен-
ных к вирусному геному, показали в эксперименте  
Y. Shi и соавт. Исследователи подобрали 26 последо-
вательностей миРНК, специфичных для генов E, M, N 
SARS-CoV. МиРНК No5, No6 и No16, направленные 
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к мРНК белков E, M, N соответственно, в концентра-
ции 30 нМ снижали экспрессию этих генов в культуре 
Vero на 70%. По мнению учёных, клиническое при-
менение подобранных миРНК способно обеспечить 
эффективную терапевтическую стратегию при SARS 
(severe acute respiratory syndrome, тяжёлый острый 
респираторный синдром) [39].

Одной из потенциальных мишеней для миРНК слу-
жит ген поверхностного (spike) S-белка, играющего 
важную роль в проникновении вируса SARS-CoV 
внутрь клетки посредством связывания с рецепто-
ром ангиотензинпревращающего фермента 2 (АПФ2; 
angiotensin-converting enzyme 2, ACE2) и слияния ви-
русной оболочки и клеточной мембраны [40]. В своём 
исследовании C. Wu и соавт. приводят данные о пода-
влении репродукции штамма Hong-Kong SARS-CoV 
с помощью ряда миРНК, направленных в том числе 
к мРНК S-гена вируса. Авторами выбраны 7 последо-
вательностей миРНК, некоторые из которых были на-
правлены к S-белку (siSARS-S1, -S2, -S3), некоторые –  
к последовательности 3’-UTR, необходимой для 
репликации и транскрипции вирусного РНК-гено-
ма (siSARS-3’-UTR); наконец, 1 миРНК была на-
правлена к последовательности, регулирующей 
транскрипцию (transcription-regulating sequence, 
TRS) (siSARS-TRS). Также синтезирована миРНК 
siSARS-L, нацеленная на область лидерной последо-
вательности каждой из 5 субгеномных мРНК (сгРНК;  
subgenomic RNA, sgRNA). Полученными миРНК 
трансфицировали культуру Vero при посевной кон-
центрации 4 × 104 клеток в количестве 100 пМ на лун-
ку и заражали обработанные клетки вирусом SARS-
CoV при множественности инфицирования (МИ; 
multiplicity of infection, MOI) 0,01. Путём визуальной 
оценки цитопатического действия (ЦПД) установ-
лено, что клетки, которые были трансфицированы 
siSARS-S2 или siSARS-S3, практически никак не изме-
нились, в то время как трансфицированные другими 
разновидностями siSARS прибрели более округлую 
форму и уменьшились в размерах. Методом ПЦР-
РВ показано, что применение siSARS-S2 и siSARS-S3 
подавляло синтез вирусной нуклеиновой кислоты 
на 85–90%; все остальные миРНК показали неудов-
летворительные результаты. В данной работе проде-
монстрировано, что указанные структуры способны 
эффективно ингибировать репродукцию SARS-CoV 
in vitro. Однако для подбора оптимальных доз миР-
НК и других условий с целью использования данного 
подхода в клинической практике необходимы даль-
нейшие исследования [41].

Z. Qin и соавт. трансфицировали культуру клеток 
HEK 293T плазмидами pEGFP-S, содержащими фраг-
менты S-гена вируса SARS-CoV, для определения 
противовирусной активности подобранных в опытах 
миРНК. Последние (S-siRNA1 и S-siRNA2) были про-
верены на отсутствие гомологии с клеточными гена-
ми во избежание явления неспецифического нокдау-
на, после чего этими структурами трансфицирована 
клеточная культура. Как минимум в 3 независимых 
экспериментах наблюдалось достоверное уменьше-

ние флуоресценции pEGFP-S, свидетельствующее 
о подавлении экспрессии гена S и снижении концен-
трации соответствующей мРНК. При ПЦР-РВ в ходе 
трансфекции этими миРНК уровень транскриптов 
указанного гена снижался в 9–10 раз [42].

Эффективность использования направленных к ука-
занному гену миРНК подтверждается и в работе B. 
Li и соавт. на лабораторной модели макаков резусов 
(Macaca mulatta) с использованием штамма PUMC01 
вируса SARS-CoV, культивируемого в культуре Vero. 
Для проведения экспериментов были отобраны 2 миР-
НК – siSC2 и siSC5, нацеленные на геном SARS-CoV 
в областях, кодирующих S-белок и NSP12 (ORF1b). 
Авторы обосновали свой выбор следующими положе-
ниями: 1) данные миРНК гомологичны штаммам ви-
руса PUMC01, TOR-2; 2) эффективность этих миРНК  
доказана в ранних исследованиях и возрастает при их 
парной трансфекции; 3) указанные структуры не го-
мологичны геному человека, что позволит избежать 
непредвиденного неспецифического нокдауна генов 
[43–46]. В качестве отрицательного контроля служи-
ли миРНК siCONa и siCONb, не имеющие гомологии 
ни с человеческим, ни вирусным геномами. Для оцен-
ки эффективности подобранных миРНК была разрабо-
тана репортёрная система на основе гена светляковой 
люциферазы (pCI-scLuc), содержащая последователь-
ности siSC2 и siSC5. Котрансфекция клеток Vero pCI-
scLuc и siSC2/siSC5 показала, что комбинация из дан-
ных миРНК, направленных к гену S-белка, способна 
подавлять также биосинтез люциферазы. С целью 
выбора оптимального средства доставки использо-
вали растворы трансфекционных агентов D5W [47] 
и Infasurf [48]. При котрансфекции клеток плазмидой 
pCI-scLuc с siSC2/siSC5 в комплексе с препаратом D5W 
получены более высокий уровень экспрессии люци-
феразы и более сильный эффект интерференции, чем 
в случае доставки с Infasurf. Из общего количества (n 
= 21) лабораторных животных 20 особей (поделённые 
на 5 групп) инфицировали вирусом SARS-CoV в до-
зе 1 × 105 TCID50 (доза, инфицирующая 50% клеток 
культуры ткани) в 1 мл фосфатно-солевого буферного 
раствора (PBS) посредством интраназальной инстил-
ляции (внутренний контроль – 1 незаражённая особь). 
Далее подопытным вводили комплексы siSC2/siSC5, 
комбинации siCONa и siCONb в количестве 30 мг 
на 3 мл D5W. У всех заражённых макаков проявились 
SARS-подобные симптомы, однако те из них, которые 
получали специфические миРНК, имели более низкую 
температуру тела (~38,7 °C, что близко к нормальным 
значениям для этого вида). Дополнительно с помощью 
ПЦР-РВ анализировали мазки из ротоглотки. Вирусная 
РНК не обнаруживалась в 75% образцов, полученных 
от трансфицированных специфической миРНК обе-
зьян. Таким образом, результаты испытаний молекулы 
siSC2-5 позволяют рассматривать её в качестве потен-
циального терапевтического средства [49].

S. Åkerström и соавт. описали ингибирование ре-
продукции SARS-CoV препаратами миРНК, наце-
ленными на вирусную сгРНК, кодирующую бел-
ки 7a/7b, 3a/3b и S. Трансфекцию культуры клеток 
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Vero E6 плазмидами, кодирующими синтез миРНК, 
проводили методом электропорации. В качестве ре-
портёрной системы использовали ген GFP под кон-
тролем CMV-промотора. Клеточные линии, транс-
фицированные генами миРНК, заражали вирусом 
SARS-CoV. Спустя 1 сут культуральную жидкость со-
бирали и титровали на культуре Vero E6 по показате-
лю ЦПД. Во всех 3 линиях трансфицированных кле-
ток отмечалось подавление вирусной репродукции на 
~70% по сравнению с контролем. Примечательно, что 
одна из подобранных миРНК (siRNA 7) демонстриро-
вала при этом эффективное подавление как целевой  
sgRNA 7, так и sgRNA 8, обеспечивая нокдаун 4 акцес-
сорных белков [50].

В недавнем исследовании G. Gallicano и соавт. 
показано, что миРНК и микроРНК (мкРНК; mi-
croRNA, miRNA) с предсказанной специфичностью 
по отношению к гену S-белка вируса SARS-CoV-2 
блокируют его синтез в клетках HEK 293T и hpTC. 
Клеточные культуры трансфицировали плазмидой, 
экспрессирующей S-протеин. Далее клетки обра-
батывали синтетическими миРНК (siRNA1-Sense,  
siRNA2-Sense) и мкРНК (miRNA1-hsa-miR624-5p 
и miRNA2-hsa-miR510-3p), направленными к мРНК 
данного белка. Авторы установили, что все вари-
анты миРНК и мкРНК по отдельности или в ком-
бинации в концентрации 200 нМ согласно данным  
ОТ-ПЦР уменьшают синтез белка S в 2,5–5 раз. Вы-
сказано предположение о том, что выбранный под-
ход может использоваться в качестве инновационной 
стратегии ингибирования репродукции респиратор-
ных коронавирусов [51]. Работа заслуживает отдель-
ного внимания, поскольку предлагает использовать 
для подобной цели миРНК – естественные клеточ-
ные факторы интерференции РНК.

В табл. 1 суммированы сведения о вирусных ге-
нах-мишенях, подавление которых приводило к эф-
фективному снижению репродукции вируса SARS-
CoV по данным независимых исследований.

Большинство работ по исследованию противо-
вирусной активности миРНК в отношении вируса 
MERS-CoV носят теоретический характер. Так, S. Nur 
и соавт. при помощи программы siDirect 2.0 подобра-
ли несколько миРНК к гену ORF1ab с последующей 
отбраковкой вариантов, дающих неспецифические 
(off-target) эффекты [33]. В сообщении S. Sohrab и со-
авт. описываются направленные на тот же ген миРНК 
для подавления репродукции MERS-CoV в культуре 
Vero [52].

Вместе с тем в публикации J. Millet и G. Whittaker, 
исследовавших способы проникновения MERS-CoV 
в клетку, показано снижение восприимчивости к вы-
зываемой данным вирусом инфекции в клеточной 
культуре HEK 293T после её трансфекции миРНК, 
подавляющей экспрессию гена фурина. В результате 
снижения уровня кодирующей фурин мРНК на 62,5% 
клетки оказались менее восприимчивы к заражению 
псевдовирионами MERS-CoV. Напротив, популяция 
клеток с повышенной экспрессией этого протеолити-
ческого фермента была более восприимчивой к ин-
фицированию, что указывает на немаловажную роль 
фурина в цикле репродукции MERS-CoV [53].

Альтернативные методики получения  
противовирусных препаратов

Другой подход к конструированию противовирус-
ных соединений заключается в применении специ-
фических миРНК, направленных к мРНК клеточных 
генов. Известно, что АПФ является вирусным ре-
цептором для SARS-CoV [54]. C. Lu и соавт. скон-
струировали ряд плазмид, кодирующих малые шпи-
лечные РНК (мшРНК; short hairpin RNA, shRNA), 
направленные на мРНК гена ACE2. Авторы прово-
дили трансфекцию клеток Vero E6 генами 2 мшРНК, 
направленными на сайты A4 и C4 мРНК гена ACE2. 
После этого клетки заражали вирусом SARS-CoV при  
MOI = 1; 0,1; 0,01; 0,001. В результате репликация 
инфекционного агента блокировалась в клетках A4 

Таблица 1. Вирусные гены, нокдаун которых приводил к значительному снижению репродукции SARS-CoV-2
Table 1. Viral genes which knockdown led to a significant decrease in the reproduction of SARS-CoV-2

Название генов
Gene name

Функция
Function

Ссылки
References

E Перенос ионов через мембрану вируса
Transport of ions across the virus envelope

[35, 39]

RDRP gene Синтез новых молекул РНК
Synthesis of new RNA molecules

[35, 38]

M Стабилизация вирусной мембраны
Ensuring the stability of the virus envelope 

[39]

N Образование нуклеокапсида
Formation of the nucleocapsid 

Spike gene Обеспечение связывания с клеточным рецептором ACE2 и проникновения вируса в клетку
Ensuring binding to the cellular receptor ACE2 and penetration of the virus into the cell

[41, 49, 51]

3’-UTR 3’-нетранслируемая область
3’-untranslated region

[41]

TRS Регуляторная последовательность транскрипции
Transcriptional regulatory sequence

ORF1B Открытая рамка считывания
Open reading frame

[49]
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с нокдауном этого гена при низких дозах заражения  
(1 × 10-1 – 1 × 10-3), соответствующих 3 последним зна-
чениям, тогда как при MOI = 1 не отмечено различий 
в вирусной нагрузке между клетками Vero E6 (кон-
троль) и A4 на различных сроках от момента инфи-
цирования. Исследователи полагают, что подавление 
активности гена ACE2 способно ингибировать репро-
дукцию SARS-CoV. Однако отмечается, что целевой 
нокдаун ACE2 в органах, уязвимых для этого вируса, 
может привести к неожиданным последствиям, свя-
занным с нарушением работы органов дыхательной 
и сердечно-сосудистой систем [55–57].

Клеточные факторы, участвующие в репродукции 
различных коронавирусов на разных этапах жизнен-
ного цикла, изучались в работах А. de Wilde и соавт. 
В целях выявления факторов хозяина, имеющих от-
ношение к репродукции SARS-CoV, авторы осу-
ществляли скрининг на основе библиотеки миРНК, 
нацеленных на кином человека. Поскольку протеин-
киназы выступают ключевыми регуляторами многих 
клеточных функций, то исследования по подавлению 
экспрессии их генов позволяют выявить факторы 
и сигнальные пути, способствующие либо препят-
ствующие репродукции коронавируса. В результате 
идентифицировано 40 клеточных белков, которые 
оказывают позитивное влияние на процесс репродук-
ции SARS-CoV, и 90 факторов, имеющих противови-
русный эффект. Анализ сигнальных путей позволил 
установить группы факторов, участвующих в опре-
делённых клеточных процессах, включая запуск ре-

акций врождённого иммунного ответа и метаболизм 
сложных липидов. Эти реакции, по-видимому, играют 
роль в развитии инфекции, вызываемой указанным 
возбудителем. Несколько факторов были выбраны 
для углублённой проверки в последующих экспери-
ментах. В клетках, обработанных миРНК к фактору 
COPB2, наблюдалось наиболее выраженное проти-
вовирусное действие, проявляющееся в уменьшении 
экспрессии белков SARS-CoV и снижении выхода ви-
руса примерно в 100 раз. Нокдаун COPB2-родствен-
ных белков – COPB1, GBF1 и ряда других – также 
показал их важность для репликации SARS-CoV. По-
давление протеинкиназы R (protein kinase R, PKR) 
усиливало репликацию вируса на первичном скри-
нинге, а эксперименты по валидации подтвердили 
увеличение экспрессии белка SARS-CoV и продукции 
вируса после истощения PKR. Кроме того, циклин-за-
висимая киназа 6 (CDK6) также представляет собой 
значимый для репродукции этого вируса фактор орга-
низма хозяина [58, 59].

В табл. 2 представлен ряд клеточных генов, играю-
щих важную роль в жизненном цикле коронавирусов. 
Нокдаун этих генов приводил к снижению репродук-
ции SARS-CoV.

Заключение
Таким образом, разработка специфических пре-

паратов для терапии COVID-19, основанных на 
механизмах РНК-интерференции, представляется 
перспективным направлением исследований. Суще-

Таблица 2. Клеточные гены, нокдаун которых приводил к значительному снижению репродукции SARS-CoV-2
Table 2. Cellular genes which knockdown led to a significant decrease in the reproduction of SARS-CoV-2

Название гена
Gene name

Функция
Function

Ссылки
References

ACE2 (ACEH) Специфический рецептор для входа SARS-CoV-2 в клетку
Receptor for the entry of SARS-CoV-2 into the cell

[55, 59]

EIF2AK2 Фосфорилирование фактора инициации трансляции EIF2S1
Phosphorylation of the translation initiation factor EIF2S1

[59]

CDK5R2 Кодирование специфического активатора киназы CDK5
Encoding of the specific activator of CDK5 kinase

[58]

GBF1 Участие в везикулярном переносе путём активации фактора 1 рибозилирования аденозиндифосфата
Participation in vesicular transfer by activating factor 1 of adenosine diphosphate ribosylation 

COPB1 Кодирование одной из белковых субъединиц, связанных с транспортом к комплексу Гольджи
Encoding of one of the protein subunits associated with transport in the Golgi complex

COPB2 Кодирование одной из белковых субъединиц, связанных с транспортом к комплексу Гольджи 
Encoding of one of the protein subunits associated with transport in the Golgi complex

 CDK6 Каталитическая субъединица протеинкиназного комплекса, важная для прохождения фазы G1 клеточ-
ного цикла и перехода к G1/S

Catalytic subunit of the protein kinase complex, which is important for the passage of the G1 phase of the 
cell cycle and the G1/S transition

CLK1 Кодируемый белок в ядре, фосфорилирует богатые серином/аргинином белки, участвующие в процес-
синге пре-мРНК, высвобождая их в нуклеоплазму

The encoded protein in the nucleus which phosphorylates the serine/arginine-rich proteins involved in 
pre-mRNA processing with releasing them into the nucleoplasm

ABL1 Белковая тирозинкиназа, участвует во множестве клеточных процессов, включая деление, адгезию, 
дифференцировку и стрессовую реакцию

Protein tyrosine kinase which involved in a variety of cellular processes including cell division, adhesion, 
differentiation, and stress response

Furin Протеолиз S2 субъединицы
Proteolysis of the S2 subunit

[53]
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ствование одобренных препаратов для лечения на-
следственных заболеваний с механизмом действия, 
основанным на рассматриваемом феномене (Patisiran 
и Givosiran), позволяет надеяться на создание анало-
гичных противовирусных препаратов, показанных 
для терапии COVID-19. Предполагается, что нега-
тивная регуляция вирусной репродукции на ранних 
этапах инфекции вирусом SARS-CoV-2 способна су-
щественно снизить риск развития тяжёлых форм за-
болевания. При этом миРНК можно направлять как на 
мРНК вирусного происхождения, так и на участвую-
щие в различных этапах вирусной репродукции кле-
точные факторы и сигнальные пути.

Вместе с тем следует учитывать, что применение 
миРНК, направленных к вирусным генам, способно 
привести к формированию резистентности вируса 
ввиду появления точечных замен в геноме вируса, 
а также неспецифически подавлять экспрессию кле-
точных генов и оказывать негативное влияние на 
клетки. Для предотвращения формирования устой-
чивости вирусов к препаратам миРНК вследствие 
мутабельности и генетического разнообразия виру-
сов в пределах вида и типа может быть использован 
принцип комбинированного воздействия на ряд неза-
висимых мишеней в транскриптоме как самого вирус-
ного агента, так и поддерживающей его репликацию 
клетки организма хозяина. Нерешённой проблемой 
является и эффективная адресная доставка миРНК in 
vivo. Эти и ряд других вопросов требуют проведения 
дальнейших изысканий теоретического и экспери-
ментального характера.
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