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РЕЗЮМЕ

Введение. Имеющиеся данные свидетельствуют о вероятной способности коронавируса SARS-CoV-2 нарушать процессы репарации ДНК, вызывать 
окислительный стресс, что может приводить к накоплению повреждений ДНК в клетках человека. Однако ДНК-повреждающее действие вируса 
недостаточно изучено.
Цель исследования – изучение способности SARS-CoV-2 вызывать повреждения ДНК в лимфоцитах периферической крови человека.
Материалы и методы. В исследование включены 140 доноров с диагнозом COVID-19 и 24 человека контрольной группы. Уровень фрагментации ДНК 
в лимфоцитах определяли методом ДНК-комет в щелочной версии. Статистические различия между средними значениями медиан показателя 
«процент ДНК в хвосте комет» (% ДНКхв) оценивали с помощью t-критерия Стьюдента. Для сравнения долей клеток с разным уровнем поврежде-
ния ДНК использовали критерий Джефферса. Статистические различия между группами оценивали с помощью теста Манна – Уитни.
Результаты. У пациентов с COVID-19 выявлено повышение уровня разрывов и щелочнолабильных сайтов в ДНК по сравнению с контролем 
(р = 0,025). В группе пациентов, инфицированных SARS-CoV-2, доля комет с повреждениями ДНК до 5% ДНКхв снижалась (р = 0,009). При 
этом возрастала доля комет, содержащих более 10% ДНКхв (p = 0,000). Количество атипичных комет по сравнению с контролем увеличивалось  
в 3,7 и 5,9 раза при лёгкой и среднетяжёлой степени тяжести COVID-19, соответственно (r = 0,993; р = 0,001). При наличии хронических заболева-
ний — ишемической болезни сердца (ИБС) и сахарного диабета II типа (СД2) уровень фрагментации ДНК в лимфоцитах статистически значимо 
повышался по сравнению с группой пациентов без указанных патологий.
Ограничение исследования. Ограничением является отсутствие данных о нарушениях структуры ДНК при тяжёлой степени COVID-19.
Заключение. Инфекция SARS-CoV-2 приводит к лабилизации структуры ДНК в лимфоцитах периферической крови человека. Уровень повреждений 
ДНК зависит от степени тяжести COVID-19 и наличия сопутствующих патологий – ИБС и СД2. Результаты исследования важны для понима-
ния механизмов действия вируса на иммунокомпетентные клетки человека.
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ABSTRACT
Introduction. Available data indicate the SARS-CoV-2 coronavirus to be potent of impairing DNA repair processes and cause oxidative stress, which can lead to 
the accumulation of DNA damage in human cells. However, the DNA-damaging effect of the virus has not yet been sufficiently studied. 
The purpose of the research was to study the ability of SARS-CoV-2 to cause DNA damage in human peripheral blood lymphocytes.
Materials and methods. One hundred forty COVID-19 patients and 24 donors of the control group are included in the study. The level of DNA fragmentation in 
lymphocytes was determined by alkaline DNA-comet assay. Statistical differences between the mean medians of the «%DNA in the comet tail» (tail DNA%) were 
assessed using Student’s t-test. The Jeffers test was used to compare the proportions of cells with different levels of DNA-damage. Statistical differences between 
groups were assessed using the Mann-Whitney test.
Results. In the COVID-19 patients, an increase in the level of breaks and alkali-labile sites in DNA was revealed when compared to controls (p = 0.025).  
In the group of patients infected with SARS-CoV-2, the proportion of comets with DNA damage of up to 5% decreased (p = 0.009), while the proportion of comets 
containing more than 10% DNA tail increased (p = 0.000). The number of atypical comets compared to the control increased by 3.7 and 5.9 times with mild and 
moderate severity of the disease, respectively (r = 0.993; p = 0.001). In the association with diseases – coronary heart disease (CHD) and diabetes mellitus type II 
(DM type 2), the level of DNA fragmentation in lymphocytes statistically significantly increased compared to the group of patients without these diseases.
Limitations. A limitation is the lack of data on DNA-structure damage in severe COVID-19 disease.
Conclusion. SARS-CoV-2 infection leads to labilization of the DNA structure in human peripheral blood lymphocytes. The level of DNA damage depends on the 
severity of COVID-19 and the presence of comorbid diseases: CHD and DM type 2. The results of the study are important for understanding the mechanisms of 
action of the virus on human immunocompetent cells.
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Введение

Важнейшей задачей здравоохранения России является 
сохранение генетического здоровья населения. Молекулы 
ДНК в клетках человека подвергаются изменениям при 
действии эндогенных и экзогенных факторов (химических, 
физических или биологических агентов), которые вызыва-
ют непосредственное повреждение ДНК или мешают про-
цессам её репликации и репарации. Нестабильность генома 
характеризуется множеством различных генетических из-
менений [1, 2] и может являться одной из причин целого 
ряда мультифакториальных заболеваний, таких как рак, 
диабет II типа, болезнь Альцгеймера, преждевременное 
старение и др. [3–7].

Многие вирусы в течение своего жизненного цикла 
повреждают ДНК и индуцируют нестабильность генома  
в клетках-хозяевах. Вирусные инфекции могут запускать 
процессы канцерогенеза, кодируя онкогенные вирусные 
белки, вызывая хроническое воспаление и (или) генотокси-

ческое повреждение. Международное агентство по изучению 
рака (IARC) относит к канцерогенам группы 1 (с доказан-
ностью канцерогенных эффектов у человека) 10 патогенов, 
среди которых бактериальные, паразитарные и вирусные 
инфекции [8].

Заболевание COVID-19 в популяциях человека появи-
лось сравнительно недавно, поэтому долгосрочные послед-
ствия для здоровья пациентов ещё недостаточно изучены. 
Вирус SARS-CoV-2, который вызывает COVID-19, про-
никает в клетки по механизму вирус-индуцированного эн-
доцитоза при взаимодействии связывающего домена белка 
S1-RBD (receptor binding in S1 subunit) с рецепторами ACE2 
(angiotensin-converting enzyme 2) на поверхности клетки.  
Вирусная геномная РНК использует белоксинтезирую-
щий аппарат клетки для образования структурных и функ-
циональных белков. Последние инициируют процесс ре-
пликации вирусной РНК, синтез вирусных белков внутри 
инфицированной клетки и самосборку вирусов, которые 
просачиваются и (или) выпочковываются наружу [9, 10].
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и 100 человек со среднетяжёлой степенью тяжести заболе-
вания1. Контрольную группу составили 24 человека – до-
бровольцы, не болевшие COVID-19 на протяжении года 
(минимально) до момента взятия крови. Критерии исклю-
чения из исследования – наличие злокачественных ново-
образований, гепатита, ВИЧ-инфекции.

Перед отбором проб проведено анкетирование, вклю-
чающее сведения о возрасте, поле, наличии хронических 
заболеваний и курении. Отбор образцов венозной крови 
из локтевой вены (объём 9 мл) проводили в вакутейнеры  
с гепарином при поступлении в лечебное учреждение.

Уровень фрагментации ДНК в лимфоцитах перифе-
рической крови определяли методом щелочного гель-
электрофореза отдельных клеток (метод ДНК-комет). 
Лимфоциты выделяли из цельной гепаринизированной пе-
риферической крови центрифугированием в градиенте плот-
ности (фиколл, ПанЭко, Россия). Электрофорез проводили  
в щелочном буфере (рН 13,0). Начальная сила тока составляла  
300 мА, напряжение 17 В (0,7 В/см), длительность 30 мин.  
Готовили по четыре микропрепарата на каждого донора.

Окрашенные микропрепараты (краситель SYBR Green 
I в ТЕ-буфере (рН = 8,0) анализировали с помощью эпиф-
луоресцентного микроскопа с камерой и программой за-
хвата изображения Comet Assay IV производства Perceptive 
Instruments Ltd. Оценивали степень миграции ДНК отдель-
ных клеток по показателю % ДНКхв. В анализ брали толь-
ко отдельно лежащие клетки без наложений. На каждом 
микропрепарате считали не менее 100 клеток. Кометы с по-
казателем % ДНКхв более 80% рассматривали как атипичные 
(hedgehogs («ежи») или ghost cell («клетки-призраки»)).

Статистический анализ результатов проводили с по-
мощью программного пакета IBM.SPSS.Statistiсs.v22. Для 
проверки данных на нормальное распределение использова-
ли метод Колмогорова – Смирнова. Рассчитывали среднее 
медианных значений показателя для каждого донора. Ста-
тистические различия между средними значениями медиан 
оценивали с помощью t-критерия Стьюдента. Для сравнения 
долей клеток с разным уровнем повреждения ДНК исполь-
зовали критерий Джефферса, рассчитывали доверительный 
интервал к долям. Статистические различия между группами 
оценивали с помощью теста Манна – Уитни, также рассчи-
тывали арифметическое среднее и ошибку среднего.

Результаты
Общая характеристика групп доноров, включённых в ис-

следование, приведена в табл. 1.
Оценивали уровень разрывов и щелочнолабильных сай-

тов ДНК в лимфоцитах периферической крови методом 
ДНК-комет на основании показателя % ДНКхв.

Известно, что фактором, способным индуцировать по-
вреждения ДНК в клетках, является курение [22, 23]. Кроме 
того, на уровень разрывов ДНК могут влиять пол и возраст 
пациентов [23–25]. Анализ вклада этих факторов в измене-
ние показателя % ДНКхв у доноров с диагнозом COVID-19 
не выявил статистически значимых отличий в уровне по-
вреждений ДНК в зависимости от возраста (p = 0,704), пола 
(р = 0,249) и курения (р = 0,097). В контрольной группе 
статистически значимые отличия по уровню повреждений 
ДНК в лимфоцитах периферической крови между доно-
рами разного пола (р = 0,164) и возраста (p = 0,890) также  
не выявлены.

Поскольку при наличии сопутствующих патологий воз-
можна индукция повреждений ДНК в клетках, на основании 
данных анкет были выделены группы лиц, имеющих в анам-
незе хронические болезни. Показано, что наличие в анамне-

Вирус SARS-CoV-2 поражает эпителиальные клетки ды-
хательных путей и эндотелиальные клетки сосудов, приводя 
к гибели клеток и тяжёлому поражению лёгких [11]. Вирус 
может реплицироваться в эндотелиальных клетках почек, 
лёгких, сердца и печени [12], выявлен в нейронах голов-
ного мозга, эндокринных клетках поджелудочной железы, 
гепатоцитах, кардиомиоцитах. Как отмечено в работе [13],  
способность SARS-CoV-2 реплицироваться в головном 
мозге некоторых пациентов может привести к образова-
нию долговременного резервуара вируса и впоследствии к 
развитию хронических нейродегенеративных заболеваний.  
В первую очередь это связано с тем, что мозг является ор-
ганом с иммунными привилегиями. Вирус обнаружен  
в лимфоцитах и моноцитах периферической крови, лимфа-
тических узлах [14]. Повреждение клеток иммунной системы 
может быть одной из причин лимфопении, которая наблю-
дается более чем у 80% больных COVID-19 [15, 16].

В экспериментах на мышах, инфицированных SARS-CoV-2,  
установлено, что две трети транскриптов в клетках, инфи-
цированных SARS-CoV-2, имеют вирусное происхождение. 
Такой эффект был показан и у пациентов с COVID-19. При 
этом снижались уровень и активность киназы CHK1, кото-
рая участвует в регуляции клеточного цикла, первой отвеча-
ет на повреждение ДНК и контролирует образование дезок-
синуклеозидтрифосфатов, необходимых для синтеза ДНК. 
Дефицит нуклеотидов в инфицированных клетках приводит 
к нарушению репликации, репарации, прохождения клеточ-
ного цикла и клеточному старению [17].

В экспериментах in vitro на линии клеток HEK-293T по-
казано, что шиповидный белок SARS-CoV-2 ингибирует 
восстановление повреждений ДНК, препятствуя рекрути-
рованию ключевых белков репарации ДНК BRCA1 и 53BP1 
к месту повреждения [18]. В обзоре [13] приведены сведе-
ния о том, что коронавирусы, такие как SARS-CoV и ви-
рус инфекционного бронхита (IBV), нарушают активность  
ДНК-полимеразы δ, что приводит к нарушению формиро-
вания репликативной вилки, повреждению ДНК, фосфори-
лированию гистонов и остановке клеточного цикла. Важно 
отметить, что SARS-CoV и SARS-CoV-2 сходны на 99,8%, 
поэтому для нового вируса SARS-CoV-2 можно предпола-
гать аналогичный механизм. В некоторых исследованиях об-
наружено, что COVID-19 сопровождается развитием окис-
лительного стресса [19].

Исследования, направленные на изучение влияния ин-
фекции SARS-CoV-2 на целостность ДНК, немногочис-
ленны. В работе [20] показано, что степень повреждения 
ДНК, параметры окислительного стресса и уровни цито-
кинов значимо повышались у пациентов с SARS-CoV-2 по 
сравнению со здоровыми людьми из контрольной груп-
пы. Повышенный уровень повреждений ДНК у больных 
COVID-19 выявлен в работе [21]. В совокупности полу-
ченные данные свидетельствуют о вероятной способности 
SARS-CoV-2 индуцировать повреждения ДНК, нарушать 
механизмы репарации ДНК и вызывать окислительный 
стресс в клетках человека. Однако способность корона-
вируса SARS-CoV-2 индуцировать повреждения ДНК ещё 
недостаточно изучена.

Цель работы – изучение способности вируса SARS-CoV-2 
вызывать повреждения ДНК лимфоцитов периферической 
крови доноров с диагнозом COVID-19 в зависимости от 
степени тяжести болезни и сопутствующих хронических 
заболеваний.

Материалы и методы
Исследование одобрено Этическим комитетом ФБУН 

«ФНЦГ им. Ф.Ф. Эрисмана» Роспотребнадзора (про-
токол № 8 от 29.09.2022 г.). Все доноры были информи-
рованы о цели исследования, дали письменное согласие 
на участие в нём. В исследование включены 140 доноров  
с диагнозом COVID-19, находившиеся на стационарном 
лечении: 40 человек с лёгкой степенью тяжести COVID-19  

https://doi.org/10.47470/0016-9900-2024-103-4-288-296

Оригинальная статья 

1 Временные методические рекомендации профилактика, диа-
гностика и лечение новой коронавирусной инфекции (COVID-19). 
Версия 17 (14.12.2022 г.). Министерство здравоохранения Российской 
Федерации. 260 с. Доступны: https://static-0.minzdrav.gov.ru/system/
attachments/attaches/000/061/252/original/%D0%92%D0%9C%D0%A0_
COVID-19_V17.pdf
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зе гипертонии или патологий желудочно-кишечного тракта 
не влияло на уровень повреждений ДНК в лимфоцитах.

В группе больных COVID-19, имеющих в анамнезе ише-
мическую болезнь сердца и сахарный диабет второго типа, 
уровень повреждений ДНК в лимфоцитах был статистиче-
ски значимо выше, чем в группе пациентов без указанных 
сопутствующих патологий. Для определения вклада вирус-
ной инфекции в уровень повреждений ДНК на первом эта-
пе исследований из группы доноров исключили пациентов, 
имеющих эти болезни в анамнезе. Группа пациентов без 
ИБС или СД2 составила 97 человек (табл. 2).

Для группы доноров с диагностированным COVID-19, 
не имеющих в анамнезе ИБС и СД2, показано статистиче-
ски значимое увеличение содержания ДНК в хвосте комет 
по сравнению с контролем как в случае общей группы паци-
ентов, так и при разных степенях тяжести болезни (табл. 3).

Выявлены статистически значимые отличия в уровне 
повреждений ДНК в лимоцитах пациентов с COVID-19 по 
сравнению с контролем. Средние медианные значения по-
казателя % ДНКхв возрастают по сравнению с контрольной 
группой в 1,3 раза (лёгкая степень) и 1,5 раза (среднетяжё-
лая степень). Средние арифметические значения этого по-
казателя увеличиваются в 1,3 и 1,6 раза при лёгкой и сред-
нетяжёлой степенях тяжести болезни соответственно. Для 

Т а б л и ц а  1  /  T a b l e  1
Характеристика доноров, принимавших участие в исследовании
The characteristics of donors participated in the study

Характеристика 
Characteristics

Контрольная группа 
Control

Пациенты с COVID-19 / COVID-19 patients

Вся группа
Total

Тяжесть заболевания / Disease severity

Лёгкая / Mild Среднетяжёлая / Moderate

Возраст, лет / Age, years 28–66 27–83 27–80 30–83
Пол: / Sex:

женщины / women, n (%) 15 (62.5) 76 (54.2) 23 (57.5) 53 (53.0)
мужчины / men, n (%) 9 (37.5) 64 (45.8) 17 (42.5) 47 (47.0)

Курение: / Smoking:
да / yes, n (%) 23 (95.8) 21 (15.0) 11 (27.5) 10 (10.0)
нет / no, n (%) 1 (4.2) 119 (85.0) 29 (72.5) 90 (90.0)

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2, 5: n – число человек в группе.
N o t e: Here and in tabl. 2, 5: n – the case number in the group.

Т а б л и ц а  2  /  T a b l e  2
Характеристика доноров, не имеющих в анамнезе 
ишемической болезни сердца и сахарного диабета
Characteristics of donors without coronary heart disease (CHD)  
and diabetes mellitus in the history

Характеристика 
Characteristics

Пациенты с COVID-19 без ИБС и СД2, n (%)
COVID-19 patients without CHD and DM type 2, n (%)

Объединённая 
группа

Combined group

Тяжесть заболевания
Disease severity

Лёгкая
Mild

Среднетяжёлая 
Moderate

Возраст, лет / Age, 
years

27–83 27–80 30–83

Пол: / Sex:
женщины / women 52 (53.61) 16 (50.0) 36 (55.38)
мужчины / men 45 (46.39) 16 (50.0) 29 (44.62)

Курение: / Smoking:
да / yes 79 (81.44) 22 (68.75) 57 (87.69)
нет / no 18 (18.56) 10 (31.25) 8 (12.31)

анализа различий между группами кометы с разным уров-
нем повреждений ДНК были разделены на шесть категорий  
в зависимости от значений показателя % ДНКхв (табл. 4).

Как видно из табл. 4, в контроле основная часть комет 
(около 90%) содержала не более 5% ДНК в хвосте, суммар-
ная доля комет с уровнем разрывов ДНК 10% и выше со-
ставляла в среднем 2,16%. Доля атипичных комет с содержа-
нием ДНК в хвосте более 80% составляла всего около 0,1%. 
При инфицировании вирусом доля комет с повреждениями 
ДНК до 5% статистически значимо снизилась. При этом 
возросло количество комет, содержащих более 10% ДНК  
в хвосте (p = 0,000). Количество комет с показателем 
% ДНКхв от 10 до 25% увеличилось в 1,4 раза, от 25 до 50% – 
в 3,9 раза, от 50 до 80% – в 5,4 раза, более 80% – в 5,1 раза.

Анализ распределения комет с различным количеством 
ДНК в хвосте показал (см. рисунок), что при лёгкой степе-
ни тяжести COVID-19 значимо возрастает количество комет  
с показателем % ДНКхв ≥ 25%, тогда как при среднетяжёлом 
течении значимые отличия от контроля по этому показателю 
регистрируются начиная с уровня 10%. Наиболее выражен-
ные отличия между группами с разной тяжестью COVID-19 
отмечены в отношении доли комет с содержанием ДНК  
в хвосте более 80% (р = 0,011), что свидетельствует об усиле-
нии гибели клеток.

Т а б л и ц а  3  /  T a b l e  3
Значения показателя % ДНКхв у доноров контрольной группы 
и лиц с COVID-19, не имеющих в анамнезе ишемической 
болезни сердца и сахарного диабета
The value of tail DNA % in control group of donors and COVID-19 
patients without coronary heart disease and diabetes mellitus

Группы доноров 
Donor groups

Mme ± m р M ± m р

Контрольная группа
Control group

0.31 ± 0.03 – 1.64 ± 0.05 –

Объединённая группа 
Combined group

0.43 ± 0.03 0.025 2.44 ± 0.04 0.000

Тяжесть заболевания: 
Disease severity:

лёгкая степень / mild 0.39 ± 0.02 0.044 2.19 ± 0.07 0.000
среднетяжёлая 
степень / moderate

0.45 ± 0.04 0.007 2.56 ± 0.05 0.000

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 6, 7: Mme – cреднее медианных 
значений; M – среднее аримфметическое; m – ошибка среднего;  
р – значимость отличий от контрольной группы.
N o t e: Here and in Tables 6, 7: Mme – mean of medians; M – arithmetic 
mean; m – standard error; p – significance of differences from the control group.
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Количество атипичных комет в зависимости от тяжести 
COVID-19 увеличивается в 3,7 и 5,9 раза (лёгкая и среднетя-
жёлая степени соответственно) по сравнению с контролем. 
Проведённый корреляционный анализ показал высокую по-
ложительную корреляцию степени тяжести COVID-19 с до-
лей комет с разрывами ДНК более 80% (r = 0,993; р = 0,001). 
Характеристика групп больных COVID-19 с сопутствующи-
ми патологиями (ИБС и СД2) показана в табл. 5.

Результаты исследования показали, что у доноров  
с COVID-19 уровень фрагментации ДНК лимфоцитов пери-

https://doi.org/10.47470/0016-9900-2024-103-4-288-296

Оригинальная статья 

Т а б л и ц а  4  /  T a b l e  4
Распределение клеток с разной степенью фрагментации ДНК у доноров контрольной группы и доноров с COVID-19, не имеющих  
в анамнезе ишемической болезни сердца и сахарного диабета
Distribution of cells with different level of DNA fragmentation in control group and donors with COVID-19 without coronary heart disease and 
diabetes mellitus

% ДНКхв 
DNAtail, %

Контрольная группа 
Control group

Группа пациентов с COVID-19 без ИБС и СД2 
COVID-19 patients without CHD and DM type 2

Количество клеток, % / Number of cells,% 95% CI Количество клеток, % / Number of cells, % 95% CI р

До 5 91.02 90.41–91.61 88.78 88.29–89.10 0.009
От 5 до 9,99 6.82 6.30–7.36 7.20 6.94–7.47 0.048
10–24,99 1.85 1.58–2.15 2.61 2.45–2.78 0.000
25–49,99 0.17 0.10–0.28 0.67 0.59–0.76 0.000
50–79,99 0.05 0.02–0.11 0.27 0.22–0.33 0.000
80–100 0.09 0.04–0.17 0.46 0.39–0.53 0.000

П р и м е ч а н и е. р – уровень значимости отличий между группами.
N o t e: p – significance level of differences between the groups.

Распределение комет с показателем % ДНКхв. более 10% в контроле и при разной степени тяжести COVID-19. Над столбиками указаны соответ-
ствующие значения (95% CI); лёгкая – лёгкая степень тяжести COVID-19, среднетяжёлая – среднетяжёлая степень тяжести COVID-19.

Distribution of comets with «DNAtail %» more than 10% in the control and COVID-19 patients with different disease severity. Corresponding values 
(95% CI) are indicated above the bars; «mild» – mild disease severity, «moderate» – moderate disease severity.

Т а б л и ц а  5  /  T a b l e  5
Характеристика пациентов с COVID-19 и сопутствующими хроническими заболеваниями (ИБС и СД2), принимавших участие  
в исследовании
Characterization of COVID-19 patients and comorbid chronic diseases (CHD and DM2) participated in the study

Болезни в анамнезе 
Diseases

Пациенты с COVID-19 n (%), степень тяжести болезни 
COVID-19 patients n (%), disease severity

Объединённая группа 
Combined group

Лёгкая степень 
Mild

Среднетяжёлая степень 
Moderate

Ишемическая болезнь сердца, ИБС / Coronary heart disease (CHD) 23 (16.4) 4 (10.0) 19 (19.0)
Сахарный диабет, СД2 / Diabetes mellitus (DM type 2) 9 (6.4) 4 (10.0) 5 (5.0)
ИБС + СД2 / CHD + DM type 2 11 (7.9) – 11 (11.0)
Отсутствие в анамнезе ИБС+ СД2 / Without both CHD and DM type 2 97 (69.3) 32 (80.0) 65 (65.0)

ферической крови статистически значимо повышается при 
наличии в анамнезе таких хронических заболеваний, как 
ИБС и СД2 (табл. 6).

Средние значения % ДНКхв при наличии ИБС, СД2 или 
двух этих патологий одновременно статистически значимо 
отличаются от значений в группе без указанных хронических 
болезней. Медианные значения показателя были незначимы 
в случае СД2. На следующем этапе нами проведено сравнение 
уровня повреждений ДНК в лимфоцитах пациентов с ИБС  
и СД2 при разной степения тяжести COVID-19 (табл. 7).
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1.85 
(1.58–2.15)

2.73 
(2.53–2.94)

2.39 
(2.13–2.67)

0.17 
(0.1–0.28)

0.64 
(0.51–0.79)

0.69 
(0.59–0.8)

0.05 
(0.02–0.11)

0.27 
(0.19–0.37) 0.28 

(0.22–0.35) 0.09
(0.04–0.17)

0.33
(0.24–0.45)

0.53 
(0.44–0.62)
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Согласно гипотезе [31], накопление разрывов ДНК при-
водит к гибели клеток. Высвобождаемые при гибели клеток 
частицы хроматина могут интегрироваться в геномы здоро-
вых клеток, вызывая разрывы ДНК, что вновь ведёт к апопто-
зу и (или) активации воспалительных цитокинов в поражён-
ных клетках. Таким образом, происходит инициация каскада 
гибели большого количества клеток, дальнейшего поврежде-
ния ДНК, гипервоспаления и цитокинового шторма. Авторы 
полагают, что цитокиновый шторм, который является при-
чиной высокой смертности при тяжёлой форме COVID-19, 
может быть связан именно с повреждениями ДНК.

Отличительной чертой цитокинового шторма является 
неконтролируемый и дисфункциональный иммунный ответ, 
включающий постоянную активацию лимфоцитов, макро-
фагов и естественных клеток-киллеров. В условиях цитоки-
нового шторма активные формы кислорода накапливаются, 
вызывая апоптоз клеток в инфицированной области, а также 
деградацию внеклеточного матрикса [32].

Полученные в настоящем исследовании результаты сви-
детельствуют о том, что у пациентов с COVID-19 повышается 
уровень разрывов ДНК в лимфоцитах периферической кро-
ви по сравнению с контрольной группой, при этом с увели-
чением степени тяжести заболевания уровень повреждений 
ДНК возрастает. Выявлена высокая положительная корре-
ляция степени тяжести заболевания с долей комет с разры-
вами ДНК более 80% (r = 0,993; p = 0,001). Можно полагать, 
что при тяжёлой степени течения заболевания количество 
клеток с высоким уровнем повреждения ДНК, которые при 
анализе ДНК-комет регистрируют как атипичные кометы, 
увеличивается в ещё большей степени. В связи с этим мо-
жет происходить массовая гибель клеток, гипервоспаление 
и, возможно, развитие цитокинового шторма.

Гипотезы возникновения атипичных ДНК-комет и воз-
можные механизмы восстановления фрагментированной 
ДНК подробно рассмотрены в работе [33]. Авторы придер-
живаются точки зрения, что активация доменной топоизо-
меразы II, вносящей временные двухцепочечные разрывы 
в ДНК в ответ на повреждения, может рассматриваться как 
один из возможных механизмов формирования атипичных 
ДНК-комет.

Как видно из табл. 7, при лёгкой степени COVID-19 на-
личие в анамнезе ИБС статистически значимо повышает 
средние медианные значения показателя % ДНКхв. При СД2 
не выявлено статистически значимых отличий медианных 
значений от контроля. Средние арифметические значения 
показателя % ДНКхв при лёгкой степени тяжести болезни 
статистически значимо отличались во всех группах с хрони-
ческими заболеваниями от показателей доноров без тако-
вых. При среднетяжёлой степени COVID-19 статистически 
значимые отличия от группы пациентов без анализируемых 
хронических патологий выявлены при наличии ИБС и при 
сочетании в анамнезе ИБС и СД2.

Обсуждение
Вирус SARS-CoV-2, попадая в организм реципиентов, 

может индуцировать геномную нестабильность и возник-
новение различных типов повреждений ДНК, приводить  
к избыточному высвобождению цитокинов и нестабиль-
ному иммунному ответу. Изучение этих процессов имеет 
важное значение для понимания механизмов иммунно-
го ответа. В настоящем исследовании оценивали методом 
ДНК-комет в щелочных условиях уровень разрывов ДНК  
в лимфоцитах человека. Результаты показали, что в кон-
трольной группе среднее значение медиан % ДНКхв соста-
вило 0,31 ± 0,03%, среднее арифметическое этого показате-
ля – 1,64 ± 0,05 %. При этом доля комет с минимальным 
уровнем фрагментации ДНК до 5% у доноров контрольной 
группы составила около 90%. Полученные результаты сопо-
ставимы с данными, опубликованными в литературе ранее. 
В работах [26–28] показатель % ДНКхв у здоровых доноров 
не превышал 2%. Также Thakkar с соавт. показали, что доля 
лейкоцитов с минимальным уровнем повреждений ДНК  
в норме составляет 70–95% от общего количества клеток [24].

Известно, что клетки, претерпевающие некроз или 
апоптоз, демонстрируют высокую степень фрагментации 
ДНК. Апоптоз приводит к образованию множественных 
одно- и двухцепочечных разрывов, которые могут быть  
обнаружены с помощью щелочного гель-электрофореза 
одиночных клеток [29, 30].
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Т а б л и ц а  6  /  T a b l e  6
Значение показателя % ДНКхв в группах доноров с COVID-19
The value of DNAtail % in goups of donors with the COVID-19 

Группы / Groups Mme ± m р M ± m р

Отсутствует в анамнезе ИБС, СД2 / Without CHD and type 2 DM 0.43 ± 0.03 – 2.44 ± 0.04 –
Присутствует в анамнезе ИБС / With CHD 0.61 ± 0.17 0.014 2.75 ± 0.09 0.000
Присутствует в анамнезе СД2 / With type 2 DM 0.40 ± 0.04 0.17 2.77 ± 0.15 0.002
В анамнезе присутствуют ИБС и СД2 / With CHD and type 2 DM 0.80 ± 0.09 0.000 3.58 ± 0.22 0.000

Т а б л и ц а  7  /  T a b l e  7
Значения показателей % ДНКхв в группах пациентов с COVID-19 и сопутствующими хроническими заболеваниями
The value of the indicators DNAtail % in groups of COVID-19 patients and concomitant chronic diseases

Заболевания в анамнезе 
Diseases in history

Пациенты с COVID-19, n (%), степень тяжести заболевания / COVID-19 patients, n (%), disease severity

Лёгкая степень / Mild Среднетяжёлая степень / Moderate

Mme ± m р M ± m р Mme ± m р M ± m р

Отсутствуют в анамнезе ИБС, СД2 
Without CHD and type 2 DM

0.39 ± 0.02 – 2.19 ± 0.07 – 0.45 ± 0.04 – 2.56 ± 0.05 –

Присутствует в анамнезе ИБС 
With CHD 

0.45 ± 0.01 0.034 2.68 ± 0.21 0.005 0.77 ± 0.21 0.007 2.81 ± 0.11 0.004

Присутствует в анамнезе СД2 
With type 2 DM

0.38 ± 0.07 0.258 2.73 ± 0.24 0.003 0.42 ± 0.05 0.421 2.78 ± 0.19 0.136

Присутствуют в анамнезе ИБС и СД2 
With CHD and type 2 DM

– – – – 0.80 ± 0.09 0.000 3.58 ± 0.22 0.000
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ПРОБЛЕМНЫЕ СТАТЬИ

Согласно данным, опубликованным в работе  
Thakkar N.V. [24], возраст пациента и продолжительность 
болезни не оказывали влияния на процессы апоптоза, тог-
да как в других исследованиях показано, что с возрастом 
уровень апоптоза снижался [23]. Пол доноров также может 
оказывать влияние на уровень апоптоза [25]. Однако в дан-
ном исследовании не выявлено статистически значимых 
отличий в уровне повреждений ДНК в зависимости от воз-
раста (p = 0,704 в контрольной группе и p = 0,628 в группе 
пациентов с COVID-19) и пола (р = 0,249 в контрольной 
группе и p = 0,164 при COVID-19).

Результаты, полученные в настоящей работе, свидетель-
ствующие об увеличении уровня разрывов ДНК у доноров 
с диагнозом COVID-19 и наличием в анамнезе ИБС и СД2, 
согласуются с данными литературы. Имеются сведения  
о том, что при таких патологиях, как ишемическая болезнь 
сердца, сахарный диабет второго типа, ожирение и злока-
чественные новообразования, наблюдается повышенный 
уровень повреждений ДНК в лейкоцитах периферической 
крови [24].

С использованием метода ДНК-комет на лимфоцитах 
периферической крови человека нами показано, что инфи-
цирование вирусом SARS-CoV-2 приводит к повышению 
уровня разрывов ДНК в иммунокомпетентных клетках, что 
особенно проявляется на фоне ИБС и СД2 в анамнезе паци-
ентов. Следствием повреждения генетических структур мо-
жет быть гибель этих клеток, лимфопения и нарушение им-
мунного ответа, что отягощает течение болезни. Поскольку в 
настоящее время актуальны разработка, валидация и внедре-
ние в клиническую практику ранних предикторов развития 
цитокинового шторма [39], можно предположить, что од-
ним из таких предикторов может быть уровень повреждений 
ДНК в клетках человека.

Ограничением исследования является отсутствие дан-
ных о нарушениях структуры ДНК при тяжёлой степени 
COVID-19.

Заключение
Полученные в настоящей работе данные свидетельству-

ют о том, что инфицирование SARS-CoV-2 приводит к ла-
билизации структуры ДНК в лимфоцитах периферической 
крови человека. Статистически значимо возрастает количе-
ство разрывов ДНК, регистрируемых методом ДНК-комет. 
При этом показано, что с повышением степени тяжести 
COVID-19 увеличивается доля клеток с высоким уровнем 
повреждений ДНК, что может приводить к инициации 
апоптоза и (или) некрозу иммунокомпетентных клеток, ге-
нерации провоспалительных цитокинов, гипервоспалению 
и цитокиновому шторму.

Сопутствующие хронические заболевания (ишемическая 
болезнь сердца и сахарный диабет второго типа) являются 
дополнительными факторами, повышающими уровень по-
вреждений ДНК в лимфоцитах при COVID-19, что может 
быть одной из причин более тяжёлого течения болезни.

Результаты исследования важны для понимания меха-
низмов действия вируса на иммунокомпетентные клетки 
человека и формирование иммунного ответа при инфици-
ровании вирусом SARS-CoV-2.

Литературные данные свидетельствуют, что у людей  
с инфекцией SARS-CoV-2 отмечена гиперэкспрессия ин-
терлейкина-6, повышение уровней С-реактивного белка, 
наблюдаются провоспалительное и прооксидантное со-
стояния [13, 16, 31]. У пациентов с тяжёлой формой пнев-
монии, вызванной COVID-19, усиливались процессы вос-
паления и окислительного стресса. Наблюдаемые эффекты 
сопровождались статистически значимым увеличением 
показателя % ДНКхв в зависимости от тяжести заболева-
ния: лёгкая 0,94 ± 0,04%, умеренная 0,96 ± 0,04%, тяжё-
лая 1,08 ± 0,04%. В случае тяжёлой степени заболевания 
у пациентов отмечено снижение содержания тиолов, что, 
по мнению авторов, может являться следствием окисле-
ния белков. При этом выявлена отрицательная корреляция 
между уровнем тиолов и дисульфидов и уровнем ДНК по-
вреждений [34].

Повышенный уровень окислительного стресса может 
вызывать, в частности, однонитевые и двухнитевые разрывы 
ДНК, а также образование продуктов окисления азотистых 
оснований и сахаров в составе нуклеиновых кислот. Выявле-
на статистически значимая ассоциация между смертностью 
пациентов с COVID-19 и уровнем окислённых оснований 
гуанина ДНК и РНК [35].

Увеличение количества разрывов ДНК в клетках может 
быть связано как с усилением процессов эксцизионной 
репарации, так и с подавлением репарационных систем. 
В экспериментах с фибробластами человека показано, что 
коронавирусная инфекция индуцирует нарушение репли-
кации ДНК и остановку клеточного цикла за счёт связыва-
ния неструктурного белка nsp13 с ДНК-полимеразой δ [36],  
которая участвует в репарации ДНК. В эксперимен-
тах на клетках почек африканской зелёной мартышки  
(Vero E6) в ответ на инфицирование SARS-CoV-2 наблюда-
ли усиление транскрипции генов протеинкиназ АТ (Ataxia 
Telangiectasia mutated) и ATR (АТМ- и Rad3-родственная 
киназа), участвующих в репарационных путях у высших 
организмов [37].

Ещё одной причиной, которая может приводить к уве-
личению количества разрывов в ДНК, может быть процесс 
генерации новых антител (V(D)J-рекомбинация) в ответ на 
вирус. При неудачной V(D)J-рекомбинации на обеих хро-
мосомах лимфоцита он погибает посредством апоптоза [38].

Таким образом, в результате множественных механизмов 
действия вируса SARS-CoV-2 в клетках могут накапливать-
ся повреждения ДНК, что приводит к нарушению функций 
клеток и запуску процессов их гибели (апоптоз, некроз). 
Лимфопения в периферической крови больных COVID-19 
выявлена более чем в 80% случаев [15].

В настоящей работе не обнаружено значимых отличий в 
уровне фрагментации ДНК лимфоцитов у курящих и некуря-
щих пациентов с COVID-19 (р = 0,097). Взаимосвязь между 
курением и инвазивностью SARS-CoV-2, а также тяжестью 
заболевания достаточно сложная и противоречивая. Показа-
но, что никотин ингибирует выработку провоспалительных 
цитокинов, защищая организм от синдрома цитокиново-
го шторма; оксид азота, образующийся во время курения,  
ингибирует репликацию SARS-CoV-2 и его проникновение 
в клетки. В то же время показано, что курение усугубляет  
тяжесть заболевания и ухудшает его прогноз [22, 23].
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