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Пандемия COVID-19 стала серьезным вызовом для систем здравоохранения и экономики многих госу-
дарств, а понимание молекулярных механизмов патогенеза этого заболевания явилось значительным вызо-
вом для современной науки. В то же время ученым впервые был доступен ряд высокоточных и высокопро-
изводительных методов анализа молекулярных процессов, включая технологии исследования изменений в 
хроматине на геномном уровне. В настоящем обзоре обсуждаются различные современные методы, которые 
применялись или могут быть применены для изучения изменений в структуре и динамике хроматина при 
инфицировании SARS-CoV-2, излагаются результаты имеющихся на данный момент исследований о роли 
этих изменений в патогенезе COVID-19 и в заключение рассматриваются известные на сегодняшний день 
молекулярные механизмы модуляции работы хроматина, возникающие при инфицировании SARS-CoV-2.
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С начала пандемии COVID-19 в 2020 г. до 
июня 2023 г. было задокументировано более 
766  миллионов случаев заболевания во всем 
мире [1], реальных случаев было как минимум в 
несколько раз больше [2]. Пандемия также стала 
стимулом для беспрецедентного всестороннего 
изучения механизмов инфицирования вирусом 
SARS-CoV-2, последующего развития болезни 
и ее последствий, в том числе на молекулярном 
уровне. Значительная часть исследований была 
посвящена изучению молекулярных механизмов 
взаимодействия вируса с поверхностью клетки, 
в том числе взаимодействию S-белка коронави-
руса с ACE2-рецепторами, участию мембран-
но-связанной сериновой протеазы TMPRSS2 в 
разрезании S-белка и последующей интернали-
зации вируса [3]. Данные исследования во мно-
гом способствовали быстрому появлению вакцин 
от коронавирусной инфекции. Не менее важная, 
но отчасти более сложная, часть научных иссле-
дований связана с пониманием молекулярных 
процессов, происходящих после проникновения 

вируса в клетку. В результате этих исследований 
стало понятно, что коронавирус существенным 
образом влияет на внутриклеточный метаболизм 
и сигнальные пути, изменяет внутриклеточный 
иммунный ответ и экспрессию генов [4]. Так, 
было показано, что через 1–5 ч после инфици-
рования до 90% РНК в клетке может составлять 
вирусная РНК [5]. Вирус может воздействовать 
на клетки, влияя на проницаемость мембраны 
для различных ионов, трансляцию белков, бло-
кируя синтез генов, необходимых для функци-
онирования митохондрий, а также воздействуя 
на различные эпигенетические механизмы ре-
гуляции экспрессии генов [5]. Роль эпигенети-
ческих механизмов в процессе развития вирус-
ных инфекций становится фактором, значению 
которого уделяется все больше внимания как с 
точки зрения понимания механизмов развития 
инфекций и возникновения иммунного отве-
та, так и с точки зрения разработки возмож-
ных методов лекарственного воздействия [6, 7]. 
Исторически к эпигенетическим механизмам 
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регуляции экспрессии в первую очередь относят 
ДНК-метилирование. Однако эпигенетические 
механизмы выходят за пределы рассмотрения 
лишь ДНК-метилирования, они реализуются в 
хроматине в рамках динамических взаимодей-
ствий белков и ДНК, их химических модифика-
ций. К эпигенетическим механизмам регуляции 
экспрессии, влияющим на структуру и функцио-
нирование хроматина, относятся также измене-
ние доступности различных областей хроматина 
для взаимодействия с  факторами транскрипции, 
пост-трансляционные модификации гистонов, 
вопросы трехмерной укладки хроматина, актив-
ности различных систем поддержания структу-
ры хроматина, включая ремоделлеры хроматина 
и т.д. Изучение данных механизмов, выходящих 
за пределы лишь анализа ДНК-метилирования, 
стало возможным благодаря развитию новых со-
временных методов исследований и является ос-
новным фокусом настоящего обзора.

В настоящем обзоре мы вначале обсудим раз-
личные современные методы, которые приме-
нялись или могут быть применены для изучения 
изменений в структуре и динамике хроматина 
при инфицировании SARS-CoV-2, затем будут 
расмотрены результаты имеющихся на данный 
момент исследований о роли этих изменений в 

патогенезе COVID-19, в заключение будут из-
ложены известные на сегодняшний день моле-
кулярные механизмы модуляции работы хро-
матина, возникающие при инфицировании 
SARS-CoV-2. Обсуждаемые в обзоре вопросы 
схематично проиллюстрированы на рис. 1.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ 
ИЗМЕНЕНИЙ В ХРОМАТИНЕ, СВЯЗАННЫХ  

С COVID-19

Клеточные линии

С появлением SARS-CoV-2 ряд исследова-
ний был посвящен проверке восприимчивости 
широко используемых лабораторных клеточных 
линий к SARS-CoV-2 [8]. Среди этих линий вы-
деляют несколько человеческих клеточных ли-
ний, которые используют для исследования ме-
ханизмов заражения и репликации SARS-CoV-2. 
Клетки Calu-3 – клеточная линия аденокарци-
номы легких человека, выделенная в 1975  г. из 
плеврального выпота 25-летнего мужчины евро-
пеоидной расы [9]. Эта линия пермиссивна для 
SARS-CoV-2, она активно использовалась для 
скрининга потенциальных лекарственных пре-
паратов против этого вируса [10]. Хотя SARS-
CoV-2 в первую очередь поражает дыхательную 
систему, все больше данных свидетельствует 
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Рис. 1. Структура и динамика хроматина при СOVID-19: объекты исследования, виды изменений и их эффекты. 
Создано c использованием BioRender.com.
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о том, что этот вирус может иметь желудочно-ки-
шечные проявления. Геном SARS-CoV-2 ранее 
был обнаружен в образцах слизистой желудка, 
прямой кишки и двенадцатиперстной кишки, а 
также в кале, что позволяет предположить, что 
пищеварительная система является потенциаль-
ным источником передачи вируса [11–13]. В ка-
честве модели для изучения взаимодействия ви-
руса с желудочно-кишечным трактом могут быть 
использованы клетки линии Caco-2. Они были 
получены в 1977 г. из аденокарциномы толстой 
кишки, взятой у 72-летнего мужчины европеоид-
ной расы, с использованием метода экспланта-
ционной культуры [9] и широко использовались 
для изучения инфекции сначала SARS-CoV, а 
теперь SARS-CoV-2 [14, 15]. Эти клетки наряду 
с клетками Calu-3 стали основными клеточными 
линиями человека, изучаемыми в исследованиях 
in vitro SARS-CoV-2.

К иным клеточным линиям, используемым 
для исследований COVID-19, относятся HuH-7 
и HEK 293T. Клеточная линия HuH-7 была со-
здана из дифференцированного гепатоцита, 
полученного из клеточной линии клеток карци-
номы, первоначально изолированной из опухо-
ли печени 57-летнего японца [16]. Хотя клетки 
HuH-7 пермиссивны к SARS-CoV-2, вирусная 
репликация в этих клетках считается умеренной 
[8]. Однако изучение SARS-CoV-2 на культуре 
клеток печеночного происхождения представля-
ет особый интерес, поскольку печень была опре-
делена как один из основных органов-мишеней 
при COVID-19, а частота поражения печени у па-
циентов с COVID-19 составляет 14–53% [17, 18]. 
HEK 293T является модификацией линии клеток 
HEK 293, отличающейся от нее тем, что содер-
жит термочувствительный мутантный Т-антиген 
вируса SV40, который позволяет эписомальную 
репликацию трансфицированных плазмид, со-
держащих начало репликации SV40 [19, 20]. Эта 
модификация сделала эти клетки особенно по-
пулярными для производства рекомбинантных 
белков и ретровирусов [21]. Клетки HEK 293, из 
которых были получены клетки HEK 293T, явля-
ются эпителиальными клетками почечного про-
исхождения [22]. Клетки HEK 293T представля-
ются ценным инструментом для исследований, 
оценивающих влияние экспрессии специфиче-
ских белков на вирусную репликацию, посколь-
ку эти клетки могут быть трансфецированы с 
высокой эффективностью и могут поддерживать 
продуктивную репликацию SARS-CoV-2. Одно 
из исследований, в котором оценивались проти-
вовирусные факторы рестрикции на различных 

стадиях цикла репликации SARS-CoV-2, прово-
дилось в клетках HEK 293T, трансдуцированных 
лентивирусами, несущими ген, ранее иденти-
фицированный как потенциальный фактор ре-
стрикции [23].

Существуют и другие клеточные линии, ко-
торые сами по себе не являются пермиссивными 
для инфицирования SARS-Cov-2, но генетиче-
ски модифицируются для того, чтобы их зараже-
ние стало возможным или более эффективным. 
К таким линиям относятся, например, А549, 
HeLa [24, 25].

Первичные клеточные культуры

Недостатками описанных выше моделей яв-
ляется то, что все они – опухолевые клетки, 
которые не встречаются в норме в организме 
человека. Они могут служить удобными экспе-
риментальными моделями, но не подходят для 
широкомасштабных популяционных исследо-
ваний модификации хроматина при COVID-19. 
Для этих целей подходят первичные клетки, 
выделенные из различных органов и тканей лю-
дей, или первичные культуры клеток. Первич-
ная культура клеток создается из растущих кле-
ток, выделенных из ткани организма после ее 
механического или ферментативного разруше-
ния [26]. Хотя эти клетки имеют короткий срок 
жизни, основным преимуществом первичных 
культур является сохранение генотипических и 
фенотипических характеристик клеток. Следо-
вательно, они могут более точно, чем клеточные 
линии, отражать in vitro те процессы, которые 
происходят в дыхательных путях инфицирован-
ного человека. Например, первичные клеточные 
культуры использовались для изучения транс-
крипционного профиля клеток, инфицирован-
ных SARS-CoV-2. Особенно тщательно была 
исследована экспрессия цитокинов с целью 
лучшего понимания иммунной фазы и цитоки-
нового шторма при COVID-19 [27, 28]. В силу 
того, что SARS-CoV-2 – респираторный вирус, 
при изучении процессов, происходящих после 
инфицирования, большое внимание было уде-
лено эпителиальным клеткам дыхательных пу-
тей. Трахеобронхиальные эпителиальные клетки 
являются одной из первых мишеней для респи-
раторных вирусов человека и могут культиви-
роваться в воздушно-жидкостном интерфейсе 
(ВЖИ), где апикальная сторона клеточного слоя 
подвергается воздействию воздуха, а базола-
теральная сторона погружена в среду. Трахео-
бронхиальные клетки, культивируемые таким 
образом, образуют псевдостратифицированный 
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эпителиальный слой, который морфологически 
и функционально напоминает верхние прово-
дящие дыхательные пути человека [29, 30]. По-
сле дифференцировки эти культуры содержат 
множество различных типов клеток, таких как 
базальные, реснитчатые и бокаловидные клет-
ки. Они также вырабатывают защитную слизь, 
как и эпителий in vivo [31, 32]. Такие первичные 
культуры клеток эпителия дыхательных путей 
человека (human airway epithelium, HAE) получа-
ют из первичных бронхиальных эпителиальных 
клеток, выделенных из дыхательных путей доно-
ров легких человека или пациентов, перенесших 
трансплантацию легких, и широко используются 
для изучения биологии респираторного эпите-
лия [33]. Первичные бронхиальные эпителиаль-
ные клетки собираются с внутренней выстилки 
дыхательных путей и культивируются на пори-
стых основаниях, первоначально погруженных в 
жидкую среду. После того, как клетки вырастают 
и образуют плотный монослой, среда удаляется 
с апикальной стороны, создавая культуру с ин-
терфейсом воздух–жидкость. Затем первичные 
клетки размножаются и дифференцируются. 
Зрелые дифференцированные культуры HAE 
могут поддерживаться до двух месяцев и хорошо 
подходят для размножения широкого спектра 
возбудителей респираторных заболеваний чело-
века [34]. Подобные культуры могут быть полу-
чены и из других отделов легких и в целом дыха-
тельной системы человека [35]. Так, например, 
культуры альвеолярного эпителия, выращенные 
в условиях ВЖИ, также могут быть использова-
ны для изучения взаимодействия вируса и клеток 
хозяина и особенно применимы, когда вирусная 
инфекция вызывает пневмонию и повреждение 
альвеол [36].

Первичные культуры HAE были использова-
ны для выделения и обнаружения SARS-CoV-2 
сразу после его появления в Ухане, Китай. Об-
разцы бронхоальвеолярного лаважа от трех па-
циентов с неизвестной пневмонией были иноку-
лированы в первичную культуру HAE [37]. Вирус 
был обнаружен с помощью трансмиссионной 
электронной микроскопии и молекулярных 
методов для выявления генома коронавируса. 
Кроме того, культура HAE демонстрировала ци-
топатический эффект через 96 ч после инфици-
рования SARS-CoV-2, что было удобно для отбо-
ра инфицированных клеток [37].

В первичных назальных эпителиальных 
клетках человека (HNECs), выделенных из на-
зальных биопсий нижней носовой раковины 

здоровых доноров, подвергшихся операции по 
устранению искривления носовой перегород-
ки, и эпителиальных клетках бронхов челове-
ка (HBECs) была продемонстрирована значи-
тельная экспрессия ACE2 и TMPRSS2 [28, 38]. 
Первичные эпителиальные клетки дыхательных 
путей трахеи человека (HtAECs) и эпителиаль-
ные клетки малых дыхательных путей человека 
(HsAECs), также растущие при ВЖИ, показали 
себя как SARS-CoV-2 пермиссивные клетки и 
показали устойчивое высвобождение вируса че-
рез апикальную сторону в течение более 14 дней 
после инфицирования [39]. Оба типа культур 
было предложено использовать для скрининга 
лекарственных препаратов в противовирусных 
испытаниях [39].

Первичные клетки, выделенные из дыхатель-
ных путей человека, и их культуры важны для 
понимания патофизиологических механизмов 
инфекции SARS-CoV-2, и именно на них по-
лучен большой объем информации. Их общим 
недостатком является то, что уровень экспрес-
сии оцениваемых молекул, к которым относят-
ся рецепторы для SARS-CoV-2, зависит от типа, 
функции и расположения эпителиальных клеток 
дыхательных путей. Они также различаются у 
разных хозяев в зависимости от возраста, пола 
и сопутствующих заболеваний [40].

Хотя первичные клетки, выделенные из ды-
хательных путей человека, и их культуры полу-
чили широкое распространение в исследованиях 
SARS-CoV-2, другие первичные культуры, такие 
как первичные эпителиальные клетки почек че-
ловека [41], первичные эпителиальные клетки 
глаза [42], человеческие клетки-предшественни-
цы поджелудочной железы [43], также пермис-
сивны к SARS-CoV-2.

Многие исследования выявили тромботиче-
ские и микрососудистые осложнения у умерших 
от COVID-19 пациентов, предполагая, что сосу-
дистая патология является основной движущей 
силой тяжелого заболевания [44]. Несмотря на 
это, долгое время оставалось неясным, может 
ли SARS-CoV-2 непосредственно инфицировать 
эндотелий [45]. В недавно опубликованной ра-
боте для исследования этого вопроса применя-
ли первичные культуры эндотелиальных клеток 
пупочной вены человека (HUVEC) и эндотели-
альные клетки микрососудов человека из лег-
кого (HMVEC-L) [46]. В работе было показано, 
что первичные эндотелиальные клетки экспрес-
сируют низкие уровни ACE2 и TMPRSS2, и хотя 
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SARS-CoV-2 может проникать в эндотелиальные 
клетки при высоком титре вируса, эта инфекция 
не является продуктивной и вызывает апоптоз 
зараженных клеток. Однако после прямого или 
косвенного воздействия вируса в них развивает-
ся воспалительный ответ, характеризующийся 
повышенной секрецией цитокинов и экспрес-
сией молекул адгезии. Это делает HUVEC и 
HMVEC-L пригодным in vitro инструментом для 
исследования процессов, связанных с реоргани-
зацией хроматина, при инфекции SARS-CoV-2 
и другими вирусами.

Органоиды как модель исследования COVID-19

У описанных клеточных моделей есть ряд не-
достатков. Так, большинство опухолевых клеточ-
ных линий человека несут мутации в онкогенах 
и онкосупрессорах (например, в гене TP53), что 
может влиять на репликацию вирусов [47]. Это 
вызывает озабоченность по поводу того, как эти 
линии раковых клеток воспроизводят вирусную 
биологию SARS-CoV-2 в нормальных, нетранс-
формированных клетках. Более того, некоторые 
клеточные линии (например, Huh7.5) имеют 
мутации в генах, контролирующих врожденный 
иммунный ответ, что может затруднять пони-
мание противовирусных реакций и вирусного 
жизненного цикла. С другой стороны, получе-
ние первичных клеточных культур, как правило, 
связано с инвазивными операциями. Следова-
тельно, актуален поиск иных моделей для изуче-
ния биологии вирусных инфекций, в частности 
SARS-CoV-2. Одним из таких подходов является 
использование органоидов, полученных из плю-
рипотентных стволовых клеток. Суть подхода 
заключается в том, что можно взять плюрипо-
тентные стволовые клетки, в том числе эмбрио-
нальные стволовые клетки (ESCs) или индуци-
рованные плюрипотентные стволовые клетки 
(iPSCs), и в определенных культуральных усло-
виях получить органоиды – образования, состо-
ящие из клеток различных зародышевых листков 
и различной степени зрелости, которые имеют 
элементы структуры и клеточный состав, напо-
минающий тот или иной орган [48]. Органоид-
ные модели, полученные из плюрипотентных 
стволовых клеток человека, оказались мощным 
инструментом для моделирования инфекции 
SARS-CoV-2, изучения вирусного тропизма и 
ответа клеток хозяина, а также использовались 
для скрининга лекарств [49–53]. Ограничение 
органоидов, полученных из стволовых клеток, 
состоит в том, что они в основном содержат клет-
ки не такие зрелые, как ткани взрослого челове-
ка. Кроме того, органоиды содержат множество 

типов клеток, поэтому для анализа инфекции 
SARS-CoV-2 в таких органоидах целесообраз-
но применять подходы, основанные на анализе 
единичных клеток, что требует значительных 
затрат и высокой квалификации исследователей 
как при подготовке библиотек, так и при биоин-
форматической обработке результатов.

Клетки крови как объект исследования COVID-19

С точки зрения анализа состояния хрома-
тина в клетках пациентов с COVID-19 удобнее 
всего использовать образцы крови. Мононукле-
арные клетки периферической крови (МНПК) 
человека, включая моноциты, В- и Т-лимфо-
циты [54, 55], пермиссивны к SARS-CoV-2. Лю-
бопытно отметить, что различные клеточные 
типы, входящие в состав МНПК, способны 
экспрессировать ACE2, основной мембранный 
белок-мишень SARS-CoV-2, на минимальном 
уровне [56, 57], и их инфицирование может про-
исходить альтернативными путями, не затраги-
вающими эту молекулу [55]. Лейкоциты крови – 
перспективный объект исследования изменений 
хроматина при инфицировании человека SARS-
CoV-2, поскольку, хотя они и не являются основ-
ной мишенью этого вируса, тем не менее могут 
быть заражены напрямую. Кроме того, измене-
ния, происходящие в лейкоцитах, могут служить 
маркерами тех изменений, которые происходят 
в различных отделах организма, поскольку кровь 
омывает все органы и ткани и содержит иммун-
ные клетки, функцией которых является ответ 
на инфекцию. Так, например, моноциты – одни 
из основных продуцентов воспалительных фак-
торов, а В- и Т-лимфоциты – основные клетки 
адаптивного иммунитета, которые обеспечи-
вают выработку вирус-специфичных антител и 
осуществляют лизис зараженных клеток соот-
ветственно.

Здесь стоит отметить, что в научной литера-
туре встречаются работы, в которых объектами 
внимания при SARS-CoV-2 выступают различ-
ные клеточные популяции периферической кро-
ви. Так, например, есть работы, в которых ядра 
и ДНК выделяют из цельной крови. Для этого 
проводят осмотический лизис эритроцитов, до-
бавляя к крови гипотонический раствор, после 
чего образец подвергают центрифугированию, 
добиваясь осаждения клеток, и выделяют ядра 
или ДНК из всех ядросодержащих клеток крови 
одним из стандартных методов [58]. При таком 
способе пробоподготовки в рассмотрение попа-
дают не только зрелые иммунные клетки крови, 
к которым относят гранулоциты, тучные клет-
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ки, моноциты, макрофаги, дендритные клетки, 
натуральные киллеры и лимфоциты (В-клетки 
и Т-клетки) [59], но и другие клетки [60], ко-
торые могут циркулировать в периферическом 
русле, такие как кроветворные клетки-предше-
ственницы различной степени созревания [61], 
включая эритробласты – незрелые эритроциты, 
содержащие ядро [62], мегакариоциты [63], эн-
дотелиальные клетки [64], циркулирующие опу-
холевые клетки, если образец крови был получен 
от пациента, страдающего злокачественным но-
вообразованием или лейкозом/лимфомой [65], 
фиброциты и другие [66, 67]. Список неиммун-
ных клеток, циркулирующих в периферической 
крови, постоянно пополняется [60], и хотя отно-
сительное количество таких клеток невелико, их 
возможный вклад следует учитывать при прове-
дении экспериментов с цельной кровью, особен-
но при различных патологических состояниях.

Для различных подходов к изучению хрома-
тина целесообразно учитывать особенности ана-
лиза и выбирать соответствующие объекты ис-
следования. Так, например, для ATAC-seq  [68] 
лучше использовать не все ядросодержащие 
клетки крови, а фракцию МНПК, в которой 
снижено содержание гранулоцитов, и в частно-
сти нейтрофилов. Активированные нейтрофилы 
могут участвовать в нетозе (NETosis) – процессе, 
в котором они формируют нейтрофильные вне-
клеточные ловушки (НВЛ). НВЛ представляют 
собой комплексы белков и хроматина, которые 
могут задерживать патогены [69]. Во время нетоза 
хроматин набухает, деконденсируется и исторга-
ется из нейтрофила [70]. В результате этого про-
цесса образуются лизированные нейтрофильные 
клетки с большим количеством внеклеточного 
открытого хроматина. Наличие в исследуемых 
биологических образцах значительного количе-
ства активированных нейтрофилов может приве-
сти к большому количеству специфических для 
нейтрофилов фрагментов ДНК в конечной би-
блиотеке, высокой доле коротких, защищенных 
мононуклеосомных фрагментов (хроматин НВЛ 
очень открыт и эффективно фрагментируется во 
время обработки ферментами) и к библиотекам 
с низкими таргетными показателями, посколь-
ку фрагменты ДНК из НВЛ могут поступать из 
всех областей генома и не будут перекрываться 
с пиками из других клеток [71]. Для приготовле-
ния МНПК сначала из образца цельной крови 
удаляют эритроциты. Хотя эритроциты можно 
отделить от мононуклеарных клеток с помощью 
градиентного разделения по плотности, многие 
лаборатории предпочитают использовать мето-

ды лизиса посредством осмотического шока для 
удаления эритроцитов из различных образцов. 
Лизис происходит гораздо быстрее, чем гради-
ентное разделение, и, как правило, оставляет 
оставшиеся популяции клеток относительно 
непотревоженными. Кроме того, выход лейко-
цитов из крови при лизисе эритроцитов намно-
го выше, чем при градиентном разделении [72]. 
Далее в центрифужную пробирку помещается 
раствор с плотностью 1.077 г/мл, а сверху добав-
ляется равный объем фосфатно-солевого буфера 
с ресуспендированными в нем клетками крови 
после процедуры лизиса эритроцитов. Образцы 
центрифугируются при 400 g в течение 30 мин 
при комнатной температуре. Далее МНПК, на-
ходящиеся на границе раздела двух растворов, 
аккуратно отбираются пастеровской пипеткой 
в новую пробирку. Этот метод позволяет изба-
виться или значительно снизить содержание в 
образце гранулоцитов и эритроцитов [73]. Дру-
гим эффективным способом избавления от не-
желательных в анализе клеточных популяций 
может служить негативная селекция нежелатель-
ной клеточной субпопуляции или выделение 
таргетных клеток для анализа с помощью FACS 
или магнитной сепарации [74].
Экспериментальные методы определения изменений  

в хроматине

В ядре эукариотической клетки ДНК упако-
вана в хроматин, элементарным строительным 
блоком которого является нуклеосома. Стабиль-
ность и компактизация нуклеосом регулируются 
совместными эффектами последовательности  
ДНК, вариантами гистонов и их посттрансля-
ционными модификациями, АТФ-зависимыми 
белками-ремоделлерами нуклеосом и другими 
белками хроматина. Динамические посттрансля-
ционные модификации гистонов, такие как ме-
тилирование, ацетилирование, убиквитинирова-
ние, сумоилирование и др., приводят к более или 
менее компактной структуре хроматина, которая 
влияет на экспрессию генов. На сегодняшний 
день в арсенале науки имеется спектр методов, 
позволяющих исследовать свойства хроматина, 
такие как позиции отдельных нуклеосом, обла-
сти компактного или открытого хроматина, ре-
гионы ДНК, расположенные стерически рядом 
друг с другом и образующие функциональные 
кластеры, области ДНК, находящиеся в ком-
плексе с ДНК-связывающими белками, регионы 
ДНК, связанные с белками-модификаторами 
хроматина. Ниже приведены некоторые распро-
страненные методы анализа хроматина, и хотя 
сложно охватить весь спектр подобных методов, 
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который гораздо богаче приведенного здесь, 
многие важные результаты, в том числе в иссле-
довании эффектов вирусных инфекций, получе-
ны этими методами.

Метод MNase-seq 

Анализ хроматина с помощью микрококковой 
нуклеазы (МНКаза) является относительно про-
стой процедурой для получения информации о рас-
положении нуклеосом в нити ДНК. Метод основан 
на том, что ДНК, связанная с белками-гистона-
ми, относительно нечувствительна к воздействию 
МНКазы. Инкубация ядер или пермеабилизи-
рованных клеток МНКазой в присутствии двух-
валентных катионов индуцирует однонитевые, а 
затем и двунитевые разрывы в тех местах ДНК, ко-
торые не связаны с белками-гистонами [75]. Фер-
мент также обладает экзонуклеазной активностью, 
поэтому после появления двунитевых разрывов 
ДНК расщепляется им до тех пор, пока фермент не 
достигнет защищенной ДНК, например в нуклео-
соме. Обработка хроматиновых субстратов очень 
высокими концентрациями МНКазы приводит 
к образованию в основном мононуклеосомной 
ДНК, в то время как низкие концентрации фер-
мента будут давать один двухцепочечный разрез на 
каждые 10–50 нуклеосом (в зависимости от точной 
концентрации). После обработки МНКазой остав-
шаяся защищенная ДНК может быть идентифи-
цирована с помощью высокопроизводительного 
секвенирования следующего поколения (NGS), а 
полученные последовательности могут быть проа-
нализированы с помощью соответствующих био-
информатических инструментов для получения 
данных о расположении нуклеосом в геноме in vivo 
[76]. У метода есть ряд особенностей. Важно точ-
но определить количество фермента, поскольку 
слишком высокая активность приведет к полному 
расщеплению ДНК. Следовательно, необходимо 
выполнять титрование МНКазы, разделяя обра-
зец на несколько аликвот. Еще одна проблема, 
которую необходимо учитывать, заключается в 
наличии предпочтений определенных последова-
тельностей ДНК при расщеплении МНКазой [77]. 
Чтобы преодолеть эту проблему, следует создавать 
“контрольный образец”, в котором воздействию 
МНКазы подвергается “голая” геномная ДНК, от-
деленная от всех белков-гистонов. Данные, полу-
ченные от такого образца, используются на этапе 
биоинформатического анализа для коррекции ре-
зультатов [76].

Метод DNAse-seq

Картирование гиперчувствительных сайтов 
ДНКазы I исторически является ценным инстру-

ментом для идентификации различных типов 
регуляторных элементов генов, включая промо-
торы, энхансеры, сайленсеры, инсуляторы и об-
ласти контроля локусов. Метод основан на том, 
что ДНКаза I эффективно фрагментирует участ-
ки ДНК, свободные от нуклеосом, в то время как 
участки ДНК, плотно связанные с белками-ги-
стонами в составе нуклеосомы, и структуры 
конденсированного хроматина более высокого 
порядка более устойчивы к ее действию. Таким 
образом, этот подход позволяет идентифициро-
вать области открытого эухроматина и области 
неактивного конденсированного хроматина [78]. 
Традиционный низкопроизводительный метод 
исследования структуры хроматина по иденти-
фикации гиперчувствительных сайтов ДНКазы I 
использует Саузерн-блот [79], более современ-
ный протокол позволяет производить карти-
рование сайтов с помощью методов NGS [80]. 
Вкратце, клетки интереса подвергают лизису с 
помощью детергента, из них выделяют ядра, ко-
торые затем инкубируют в растворе с оптималь-
ной концентрацией ДНКазы I. После обработ-
ки ДНКазой I достраивают концы полученных 
фрагментов до тупых с помощью ДНК-поли-
меразы бактериофага Т4. Далее лигируют био-
тинилированные двухцепочечные адаптеры, 
содержащие последовательности, необходимые 
для последующих шагов (фрагментирования 
рестриктазой MmeI и ПЦР-амплификации би-
блиотеки), с помощью ДНК-лигазы бактерио-
фага Т4. Избыток свободных адаптеров удаляют, 
проводя гель-электрофорез и вырезая фрагмент 
нужной длины. Полученные биотинилирован-
ные фрагменты инкубируют с рестриктазой 
MmeI для получения коротких фрагментов ДНК 
(адаптер плюс 20 оснований геномной ДНК), 
которые затем выделяют с помощью микрос-
фер, покрытых стрептавидином. Далее лигируют 
второй адаптер по липким концам, оставшимся 
после MmeI, и производят ПЦР-амплификацию 
библиотеки, после чего библиотеку секвенируют 
одним из NGS-методов и картируют прочтения 
на соответствующий референсный геном. Недо-
статком этого метода является большое количе-
ство стартового материала (50 млн клеток), что 
не позволяет применять его для исследования 
редких клеточных популяций.

Метод ATAC-seq

Метод ATAC-seq (Assay for Transposase 
Accessible Chromatin using sequencing), или ос-
нованный на секвенировании метод оценки до-
ступных транспозазе областей хроматина, был 
предложен авторами в 2013 г. [68]. В основе 
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метода лежит использование гиперактивной 
прокариотической транспозазы Tn5 [81], на-
груженной адаптерами для высокопроизводи-
тельного секвенирования ДНК. Из целевых 
клеток выделяют ядра, а затем инкубируют их 
с транспозазой. Фермент одновременно разре-
зает ДНК и присоединяет адаптеры (процесс, 
который называется “тагментация” [82]). Та-
ким образом, свободные участки ДНК ока-
зываются эффективно фрагментированы и 
фланкированы сервисными последовательно-
стями адаптеров. Далее происходят ПЦР-ам-
плификация полученных фрагментов, секве-
нирование полученных библиотек одним из 
NGS-методов, картирование полученных про-
чтений на геном. При таком подходе области 
конденсированного хроматина, ДНК, связан-
ная с гистонами в составе нуклеосом, и ДНК, 
связанная с факторами транскрипции, будут 
соответствовать областям с обедненным ко-
личеством прочтений. ATAC-seq – быстрый 
и чувствительный метод для интегративного 
эпигеномного анализа. Среди его преимуществ 
можно выделить: возможность анализировать 
небольшое количество стартового материа-
ла (от 500 до 50000 клеток), что позволяет ис-
следовать первичные клетки, не прибегая к их 
предварительной экспансии и культивирова-
нию in vitro, которое может искажать картину 
активных областей хроматина, или исследо-
вать малочисленные клеточные субпопуляции, 
например, специфические субпопуляции кле-
ток крови или стволовые клетки; быстроту и 
относительную легкость подготовки библи-
отек ДНК для дальнейшего секвенирования 
(все процедуры от момента получения клеток 
до получения готовой библиотеки занимают 
3 ч), что позволяет выполнять серийные изме-
рения состояния хроматина у индивидуальных 
людей в сжатые временные сроки, например 
ограниченные клиническим течением того 
или иного заболевания; многомерность полу-
чаемых результатов, поскольку ATAC-seq дает 
информацию об областях открытого, доступ-
ного транспозазе хроматина, положении ну-
клеосом и областях ДНК, свободных от нукле-
осом, областях связывания транскрипционных 
факторов и других ДНК-связывающих белков. 
Информацию о доступности хроматина мож-
но получить с помощью ATAC-seq не только 
по суммарной клеточной популяции, но и по 
отдельным клеткам. Для этого разработана мо-
дификация ATAC-seq, включающая выделение 
хроматина из каждой клетки (singl cell ATAC-
seq, scATAC-seq) [83].

Метод FAIRE

FAIRE (Formaldehyde-Assisted Isolation of 
Regulatory Elements), или выделение регулятор-
ных элементов с помощью формальдегида, – это 
альтернативный подход к выявлению свободной 
от нуклеосом ДНК, гиперчувствительной к дей-
ствию ДНКазы I и занятой транскрипционными 
факторами и другими регуляторными белками. 
Этот метод доказал свою успешность на мно-
жестве типов эукариотических клеток и тканей, 
его можно применять к одноклеточным суспен-
зиям, прикрепленным клеточным культурам и 
образцам замороженной ткани [84]. Суть метода 
заключается в том, что клетки или диссоцииро-
ванные ткани фиксируются на короткое время 
формальдегидом, лизируются и обрабатываются 
ультразвуком. Фрагментированный в результате 
этих воздействий хроматин подвергается экс-
тракции фенолом/хлороформом. В результате 
этой процедуры ДНК, свободная от нуклеосом, 
оказывается в водной фазе, а ДНК, связанная с 
белками-гистонами, оказывается в фенольной 
фазе, поскольку обработка клеток формальдеги-
дом образует ковалентные связи между молеку-
лами белков и ДНК. Выделенная таким спосо-
бом “голая” ДНК, обычно составляющая 1–3% 
генома, очищается и используется для картиро-
вания на референсный геном одним из методов, 
включая NGS-секвенирование. Важно отметить, 
что ДНК, выделенная этим методом, обогащена 
регуляторными элементами генов, что является 
результатом высокой эффективности сшивания 
формальдегидом гистоновых белков с ДНК, в 
отличие от более низкой эффективности сши-
вания специфических для последовательности 
белков с ДНК. Эта разница частично объясня-
ется зависимостью эффективности реакции от 
расстояния между молекулами. Формальдегид – 
это небольшая молекула (CH2O), и сшивки об-
разуются только между белками и ДНК при их 
непосредственном контакте. В нуклеосоме су-
ществует приблизительно 10–15 взаимодействий 
гистон–ДНК, которые служат потенциальными 
местами сшивания [85]. Однако для большин-
ства ДНК-связывающих белков существует го-
раздо меньше потенциальных мест сшивания. 
В  среднем, сайты связывания таких белков со-
ставляют от 5 до 15 п. н. [86], причем лишь неко-
торые из них расположены достаточно близко к 
молекуле белка, так, что могут быть сшиты [87]. 
Кроме того, формальдегид требует наличия ε-а-
миногруппы, как, например, на лизине, для об-
разования сшивки [88, 89]. Приблизительно 10% 
аминокислотного состава гистонов составляют 
лизины [90], что гораздо выше, чем в среднем 
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у белков. Благодаря этим двум факторам нукле-
осомы гораздо легче сшиваются с ДНК. Регуля-
торные элементы, обогащенные методом FAIRE, 
имеют высокое совпадение с теми, которые вы-
являются с помощью нуклеазной гиперчувстви-
тельности или иммунопреципитации хроматина 
(ChIP), а вся процедура может быть завершена за 
три дня [84, 91]. Этот метод обладает рядом преи-
муществ над традиционными методами DNAse-
seq, MNase-seq и АТАС-seq. FAIRE позволяет 
работать с прикрепленными клеточными куль-
турами, фрагментами ткани, в том числе с фик-
сированными в формалине и заключенными в 
парафин блоками (FFPE), в то время как тра-
диционные методы требуют выделения ядер из 
одноклеточной суспензии живых клеток. Кроме 
того, традиционные методы опираются на рабо-
ту ферментов, что требует тщательного подбора 
их активности, а подход FAIRE не подразумевает 
участия ферментов.

Иммунопреципитация хроматина (ChIP),  
методы CUT&RUN, CUT&TAG

Методы картирования занятости транскрип-
ционных факторов и картирования посттранс-
ляционных модификаций белков-гистонов в 
геноме с помощью иммунопреципитации хро-
матина (Chromatin Immuno Precipitation, ChIP) 
были разработаны более двадцати лет назад. 
В ChIP факторы транскрипции, кофакторы или 
другие интересующие исследователя белки хро-
матина обогащаются путем иммунопреципи-
тации вместе с ассоциированной с ними ДНК 
из предварительно обработанного хроматина. 
Участки геномной ДНК, обогащенные таким 
образом, первоначально определялись путем 
гибридизации ДНК на микрочипе (ChIP-chip) 
[92, 93] или с помощью количественной ПЦР 
[94], а в последующем – путем секвенирования 
ДНК методами NGS (ChIP-seq) [95–97]. В на-
стоящее время ChIP-seq широко используется 
для изучения многих транскрипционных фак-
торов, модификаций гистонов, хроматин-мо-
дифицирующих комплексов и других хрома-
тин-ассоциированных белков в самых разных 
организмах. Широкое распространение этого 
метода привело к возникновению протоколов, 
различающихся деталями, поэтому консорциум 
ENCODE выпустил свое руководство, направ-
ленное на стандартизацию методов пробоподго-
товки и анализа результатов ChIP-seq [98]. При 
том, что на сегодняшний день существует много 
модификаций ChIP-seq, можно выделить два ос-
новных типа ChIP, различающихся, прежде все-
го, исходным препаратом хроматина. В  первом 

случае используется обратимо сшитый хроматин 
(XChIP), во втором, нативном ChIP (NChIP), ис-
пользуется нативный хроматин, обработанный 
путем инкубации с микрококковой нуклеазой. 
XChIP в основном подходит для картирования 
ДНК-мишеней транскрипционных факторов 
или других хроматин-ассоциированных белков 
[99], но также может применяться и для анали-
за модификаций белков-гистонов [100]. Агентом 
для обратимого сшивания может быть формаль-
дегид [99] или ультрафиолетовый свет [101]. Да-
лее сшитый хроматин фрагментируют с помо-
щью ультразвука, получая фрагменты длиной 
от 300 до 1000 п. н. После этого комплексы бе-
лок–ДНК селективно иммунопреципитируют с 
использованием специфических антител к инте-
ресующему белку (белкам). Иммунопреципити-
рованные комплексы затем собирают и промы-
вают для удаления неспецифически связанного 
хроматина, а белки, связанные с ДНК, удаляют 
путем обработки протеиназой  К. Очищенную 
ДНК идентифицируют с помощью ПЦР, ми-
крочипов (ChIP-on-chip), молекулярного кло-
нирования и секвенирования по Сэнгеру или 
прямого высокопроизводительного секвениро-
вания (ChIP-seq). Нативный ChIP в основном 
подходит для картирования участков ДНК, свя-
занных с белками-гистонами, несущими различ-
ные пост-трансляционные модификации. По-
скольку ДНК обернута вокруг гистонов, образуя 
нуклеосомы, они естественным образом связаны 
между собой. Нативный хроматин расщепляют 
путем инкубации с микрококковой нуклеазой, 
которая расщепляет ДНК между нуклеосомами, 
оставляя нуклеосомы нетронутыми и предостав-
ляя фрагменты ДНК длиной от одной нуклео-
сомы (147 п. н.) до пяти нуклеосом (735 п. н.). 
После этого используются методы, аналогич-
ные XChIP, для очистки от клеточного дебриса, 
иммунопреципитации интересующего белка, 
удаления белка из иммунопреципитированного 
комплекса, очистки и анализа связанной с ком-
плексом ДНК.

В последние годы было разработано два 
новых подхода к профилированию хромати-
на с использованием иммунопреципитации: 
CUT&RUN (Cleavage Under Targets and Release 
Using Nuclease) [102] и CUT&TAG (Cleavage 
Under Targets and Tagmentation) [103]. Основной 
принцип CUT&RUN заключается в том, что в от-
личие от ChIP-seq он не требует фрагментации и 
солюбилизации хроматина, а проводится in situ, 
что позволяет организовать количественное кар-
тирование хроматина в высоком разрешении 
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и  при этом дает возможность провести иссле-
дование локального хроматинового окружения. 
Подобная точность действия обеспечивается ис-
пользованием направляемой антителом микро-
кокковой нуклеазы: антитело узнает транскрип-
ционный фактор, ассоциированная с антителом 
посредством А-белка нуклеаза перерезает ДНК 
по обеим сторонам от фактора, высвобождая его 
и прикрепленный к нему участок ДНК в супер-
натант, откуда полученный фрагмент ДНК на-
правится на парноконцевое секвенирование. 

Метод CUT&TAG похож на CUT&RUN тем, 
что он проводится in situ, но привлекает вслед за 
антителом связанный с А-белком специфиче-
ский фермент – Tn5-транспозазу (аналогичную 
той, что используется в методе ATAC-seq), акти-
вация которой приводит к генерации фрагментов 
библиотеки, соответствующих интересующим 
исследователя сайтам связывания транскрип-
ционного фактора. Таким образом получается, 
что, в отличие от ChIP-seq и CUT&RUN, этот 
подход не требует подготовки библиотеки. Не-
достатком CUT&TAG является узость спектра 
его действия: на данный момент его протокол 
оптимизирован только для работы с пост-транс-
ляционными модификациями и метод не выдает 
достоверных результатов для ассоциированных с 
хроматином белков.

В практическом плане данные методы отли-
чаются от ChIP-seq тем, что требуют меньше кле-
ток (в то время как ChIP-seq обычно требует бо-
лее миллиона клеток, для успешного проведения 
CUT&RUN достаточно 500000, а нормальное ко-
личество клеток для CUT&TAG составляет всего 
100000) [103, 104], осуществляются быстрее (вы-
полнение всего протокола ChIP-seq обычно за-
нимает около недели, в то время как проведение 
исследования по CUT&TAG и CUT&RUN длит-
ся, как правило, не более двух–трех дней), так-
же эти новые подходы к профилированию хро-
матина требуют значительно меньшей глубины 
секвенирования при более высоком отношении 
cигнал/шум [105, 106].
Методы изучения трехмерной структуры хроматина

Для изучения трехмерной структуры хро-
матина в отношении ДНК–ДНК взаимодей-
ствий, – т. е. для исследования того, какие участ-
ки генома, как часто сближаются в пространстве 
клеточного ядра, был разработан ряд экспери-
ментальных методов. До появления технологий 
секвенирования нового поколения (NGS) они в 
основном относились к электронной или опти-

ческой микроскопии [107], однако в 2002 г. был 
предложен молекулярно-биологический метод, 
позволявший определять, взаимодействуют ли 
в пространстве два заданных локуса генома [108]. 
Основная идея этого подхода заключается в том, 
что если два участка хроматина находятся доста-
точно близко друг к другу, то при добавлении 
формальдегида к образцу произойдет их сшивка, 
после чего можно будет последовательно обра-
ботать образец рестриктазами, чтобы хроматин 
распался на свободные фрагменты и сшитые 
формальдегидом пары, а затем лигазой, чтобы 
сшитые пары превратились в одиночные, ги-
бридные молекулы ДНК. На заключительном 
этапе с помощью количественной ПЦР можно 
определить, образовались ли гибридные молеку-
лы из интересующих их пар геномных участков 
и если да, то в каком объеме. Результаты ПЦР в 
таком случае позволяют судить о том, существу-
ет ли пространственное взаимодействие между 
двумя локусами (например, между промотором и 
энхансером) и насколько часто оно происходит. 
Так как материал для исследования получается 
из хроматина множества клеток, то результаты 
анализа носят статистический характер. Данный 
метод назвали chromosome conformation capture 
(метод захвата конформации хромосомы) или 
сокращенно – 3C. В последующие годы у него 
появились различные модификации, в результа-
те чего о 3C стали говорить как о семействе ме-
тодов. В 2006 г. был представлен метод 4C [109], 
позволяющий детектировать пространственные 
взаимодействия не между двумя заданными ло-
кусами, как в оригинальном 3C методе, а между 
одним выбранным участком и всеми остальны-
ми в геноме. Улучшение оригинального прото-
кола достигалось за счет включения в него ста-
дии инвертированной ПЦР, а использование 
ДНК-микрочипов позволяло достигать высокой 
производительности. В том же году была опубли-
кована работа с описанием технологии 5C [110], 
которая позволяла определить взаимодействия 
между всеми участками некоторого региона ге-
нома за счет применения мультиплексной ПЦР. 

Однако настоящий прорыв в области изу-
чения трехмерной структуры хроматина неми-
кроскопическими методами произошел из-за 
широкого распространения высокопроизводи-
тельного секвенирования – с его помощью уда-
лось создать метод Hi-C [111], позволяющий 
измерять частоту пространственных взаимодей-
ствий между всеми участками генома, благодаря 
чему стало возможным создание полных карт его 
трехмерной организации и как следствие – по-
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нимание фундаментальных принципов компак-
тизации хроматина. Например, в работе, в кото-
рой был представлен метод Hi-C, с его помощью 
было впервые продемонстрировано присутствие 
в трехмерной структуре генома таких организа-
ционных паттернов, как A/B-компартменты и 
топологически ассоциированные домены, а кро-
ме того найдены весомые аргументы в пользу те-
ории “фрактальной глобулы” как модели уклад-
ки хроматина. 

Протокол Hi-C в общих чертах повторяет 
предшествующие методы семейства 3C: сначала 
образец обрабатывается формальдегидом, затем 
подвергается обработке рестриктазами, после 
идет этап добавления на сшитые фрагменты био-
тиновых меток, благодаря чему после этапа лиги-
рования можно отделить полученные гибридные 
молекулы от остальных фрагментов, не нужных 
для данного исследования. Завершается процесс 
секвенированием спаренных концов, обеспечи-
вающим высокую эффективность и производи-
тельность метода Hi-C. 

Большие объемы сложно организованных 
данных, генерируемых в экспериментах Hi-C, 
привели к необходимости разработки алгорит-
мов и программного обеспечения для их об-
работки и анализа [112–114], также возникло 
немало конфликтующих гипотез относительно 
интерпретации данных Hi-C, что привело к дис-
куссиям – например, о том, что именно соот-
ветствует A/B-компартментам и топологически 
ассоциированным доменам на молекулярном 
уровне [115, 116]. 

Как и подходы к обработке его результатов, 
сам метод Hi-C также постоянно модифици-
руется. Революционность Hi-C заключалась в 
том, что с его помощью можно было оценивать 
взаимодействия всех локусов генома между со-
бой, однако минимальный размер этих локу-
сов, который называется разрешением метода 
Hi-C, был довольно ограничен (в оригиналь-
ном методе их наименьший размер составлял 
одну мегабазу). Это ограничение происходит 
из-за особенностей используемых рестриктаз 
(избирательность которых в отношении сайтов 
рестрикции ограничивает минимальные разме-
ры создаваемых фрагментов) и недостаточной 
глубины секвенирования [114]. Авторы моди-
фикаций протокола Hi-C зачастую стремятся 
достичь более высокого разрешения путем из-
менения набора используемых ферментов: либо 
с помощью выбора эндонуклеаз рестрикции 

с сайтом узнавания меньшей длины [117, 118], 
либо с помощью эндонуклеаз других классов, 
отличающихся малой специфичностью – на-
пример, ДНКазы I [119] или микрококковой 
нуклеазы [120]. Использование последней по-
зволило достигнуть разрешения сопоставимого 
с линейными размерами отдельных нуклеосом, 
что дало возможность изучать компактизацию 
хроматина на низшем, супрануклеосомном 
уровне [121, 122]. Фактор глубины секвениро-
вания также успешно регулируется: если в ра-
боте 2009 г., в которой метод Hi-C был исполь-
зован впервые, покрытие составляло до 30 млн 
прочтений на образец, то уже к 2017 г. этот по-
казатель удалось увеличить до 7.3 млрд чтений 
на образец [123].

Стоит отметить, что Hi-C является методом, 
представляющим статистические, усредненные 
по ансамблю клеток данные о трехмерной архи-
тектуре генома, что ограничивает его потенциал 
для изучения структуры хроматина и поднимает 
вопросы о том, что представляют собой выявля-
емые на контактных картах паттерны (такие как 
A/B-компартменты и топологически ассоцииро-
ванные домены): репрезентацию структур и про-
цессов, которые можно обнаружить в отдельных 
клеточных ядрах, или феномены, возникающие 
при усреднении данных. Однако так же, как и 
проблема с ограничением разрешения, этот не-
достаток устраняется путем создания новых про-
токолов – в данном случае single-cell Hi-C [124], 
позволяющих изучать пространственную гено-
мику отдельных клеток и, сопоставляя резуль-
таты этого анализа с данными, полученными 
при проведении Hi-C на множестве клеток, 
устанавливать, какие из обнаруженных законо-
мерностей организации генома реализуются в 
конкретных клетках, а какие являются, скорее, 
усредненными представлениями [125].

ВЛИЯНИЕ COVID-19 НА ПРОФИЛИ 
ДОСТУПНОСТИ ХРОМАТИНА В ИММУННЫХ 

КЛЕТКАХ

Большинство исследований иммунного от-
вета на SARS-CoV-2 сосредоточены на аспектах 
воспаления [126, 127], однако есть ряд работ, 
где обсуждаются эпигеномные регуляторные 
механизмы иммунного ответа клеток хозяина. 
В данном разделе будут рассмотрены результаты 
исследований анализа доступности хроматина в 
популяциях иммунных клеток, полученные ме-
тодами ATAC-seq и его модификацией для ана-
лиза единичных клеток scATAC-seq от пациен-
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тов COVID-19 с симптомами различной тяжести 
(легкими, средними (умеренными), тяжелыми). 
Так, в работе N.S. Giroux и соавт. были исследо-
ваны пациенты с легкой или средней тяжестью 
симптомов COVID-19 [83], в работе S. Li и соавт. 
исследовали пациентов со средней и тяжелой 
симптоматикой COVID-19 [128], в работе M. You 
и соавт. был сделан акцент на выздоравливаю-
щих пациентах [129], а объектом работы Y. Zheng 
и соавт. были пациенты разных возрастных групп 
[130]. В качестве биологических образцов во всех 
работах были использованы МНПК, преиму-
щества которых для данного типа эксперимента 
уже обсуждались выше. 

Индикатором перехода от врожденного имму-
нитета к приобретенному является сероконвер-
сия, т. е. появление специфических антител в сы-
воротке крови, медианное время которой в случае 
COVID-19 составляет 10 дней [131]. В работе N.S. 
Giroux и соавт. исследовали доступность хрома-
тина на ранних стадиях заболевания до серокон-
версии IgG [83]. Было показано, что наибольшие 
изменения доступности хроматина происходят 
по большей части в CD14+ моноцитах в генах 
сигнальных путей интерлейкиновой сигнали-
зации, регуляции клеточной дифференцировки 
и клеточной морфологии. В этой работе также 
были выявлены 455 дифференциально доступ-
ных областей хроматина, которые статистически 
значимо различались между пациентами с легки-
ми и умеренными симптомами в субпопуляции 
CD14+ моноцитов до сероконверсии. Более того, 
авторы посредством анализа корреляций между 
доступностью мишеней транскрипционных фак-
торов (методом scATAC-seq) и экспрессии соот-
ветствующих генов (методом scRNA-seq) выяви-
ли сигнальные пути, характерные для двух когорт 
пациентов с легкими и умеренными симптомами 
соответственно. Как сообщается в работе [83], 
для образцов пациентов с легким течением харак-
терна активация классических противовирусных 
сигнальных путей, включающих транскрипцион-
ные факторы IRF7, IRF1 и STAT1. В то время как 
для образцов пациентов с умеренными симпто-
мами характерна активация транскрипционных 
факторов CEBPB и KLF3 (регулируют поляриза-
цию моноцитов-макрофагов). Как было показано 
в этом исследовании, эпигенетические измене-
ния доступности хроматина появляются раньше 
и сохраняются дольше по сравнению с соответ-
ствующими транскрипционными изменениями, 
что делает их возможными биомаркерами для 
прогнозирования течения заболевания и форми-
рования иммунного ответа. 

В работе M. You и соавт. [129] исследовали 
профили доступности хроматина пациентов с 
умеренной или тяжелой формой COVID-19 на 
4–12-й нед. после выздоровления (10 пациен-
тов). Авторы идентифицировали основные типы 
иммунных клеток и показали, что у выздоровев-
ших от COVID-19 пациентов увеличилась доля 
моноцитарных клеток (в частности CD14+ и 
CD16+ моноцитов), субпопуляции CD8+ T-кле-
ток (эффекторных и клеток памяти) и уменьши-
лась доля популяции B-клеток. Для различных 
стадий дифференцировки отмеченных выше по-
пуляций иммунных клеток был проведен деталь-
ный анализ цис- и транс регуляторных элемен-
тов, под которыми чаще всего подразумевают 
промоторы и энхансеры, располагающиеся по 
отношению к регулируемым генам на тех же или 
других хромосомах соответственно. В частности, 
было выявлено, что по мере созревания моно-
цитов (от обученных к зрелым через состояние 
активированных) увеличивается доступность 
хроматина в локусах IL1β и CCL5. Также авторы 
обнаружили повышенную доступность мотивов 
факторов транскрипции IRF1, IRF3 и IRF8 в об-
ученных моноцитах CD14+ и доступность моти-
вов для AP-1 и факторов FOS и JUN в моноцитах 
на стадиях активации и созревания. По резуль-
татам анализа различных клеточных состояний 
в ходе дифференцировки В-клеток было показа-
но, что при COVID-19 они проходят ускоренную 
программу развития от незрелых В-клеток до 
антитело-продуцирующих плазматических кле-
ток. Авторы сравнили доступность хроматина 
для узнавания транскрипционными факторами 
в субпопуляциях B-клеток и отметили, что об-
разцы выздоравливающих от COVID-19 имеют 
ряд особенностей, отличающих их от образцов 
здоровых доноров, например в них: 1) менее до-
ступен хроматин для узнавания субъединицами 
транскрипционных факторов семейства NF-kB, 
включая REL, RELA и RELB, которые участвуют 
в поддержании и гомеостазе В-клеток зародыше-
вого центра; 2) хроматин наивных, клеток памя-
ти и плазматических B-клеток более доступен в 
мотивах узнавания факторами транскрипции се-
мейства AP-1, включая FOS и JUN, которые вов-
лечены в сигнальный путь рецепторов В-клеток 
и указывают на их дифференцировку и актива-
цию; 3) в наивных B-клетках увеличена доступ-
ность хроматина с мотивами узнавания фактора-
ми транскрипции SPI1, EBF1, IRF4 и POU2F2, 
которые важны для выживания В-клеток, диф-
ференцировки и рецепторной сигнальной реак-
ции. Согласно результатам комплексного ана-
лиза активности транскрипционных факторов, 
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который основывался на доступности хрома-
тина в промоторах генов этих факторов и генов 
их мишеней во время дифференцировки B-кле-
ток, было показано, что активирующие факто-
ры способствовали поддержанию и гомеостазу 
В-клеток у здоровых доноров и способствовали 
активации, дифференциации и рекомбинации 
переключателей подклассов IgG у  пациентов, 
выздоровевших от COVID-19. 

В работе M. You и соавт. [129] также был про-
веден комплексный анализ CD8+ Т-клеток, в 
результате которого были выявлены изменения 
паттернов доступности цис-регуляторных эле-
ментов эффекторных генов по мере дифферен-
цировки Т-клеток. Например, доступность хро-
матина в локусах GZMB и IFNG в промоторах 
и дистальных энхансерах постепенно увеличи-
валась по мере созревания Т-клеток. Для полу-
чения комплексной информации о ландшафте 
хроматина в иммунных клетках авторы [129] раз-
работали метод TCR–FACS–index–ATAC секве-
нирование (Ti-ATAC-seq), сочетающий секвени-
рование Т-клеточных рецепторов (scTCR-seq), 
сортировку клеток с активированной флуорес-
ценцией (FACS) и ATAC-seq. Методом scTCR-
seq авторы оценили скорость клональной 
экспансии в CD8+ и CD4+ Т-клетках и заклю-
чили, что именно эффекторные CD8+ T-клет-
ки играют ключевую роль в борьбе с патогеном 
и в долгосрочной иммунной защите. Примене-
ние метода Ti-ATAC-seq позволило показать, 
что хроматин в клонах CD8+ Т-клеток, претер-
певших клональную экспансию, доступен для 
транскрипционных факторов TBET и EOMES, 
по сравнению с неразмноженными клонами. 
Данные наблюдения согласуются с показанным 
методом scATAC-seq результатом о важности 
этих факторов в развитии CD8+ T-клеток (эф-
фекторных и клеток памяти) у выздоравлива-
ющих после COVID-19 пациентов. Суммируя, 
M. You и соавт. посредством детального анализа 
эпигеномного ландшафта хроматина лиц, пере-
болевших COVID-19, выявили ключевую роль 
эффекторныхCD8+ Т-клеток на начальном эта-
пе контроля инфицирования (до клональной 
экспансии) и в формировании CD8+ T-клеток 
памяти посредством глобального ремоделирова-
ния доступности хроматина.

Другим примечательным исследованием эпи-
генетического ландшафта хроматина и транс-
криптомных профилей в иммунных клетках 
является работа S. Li и соавт. [128]. Авторы про-
вели анализ доступности хроматина в МНПК в 

когортах пациентов со средним и тяжелым тече-
нием заболевания и здоровых доноров (по три 
человека в каждой группе), выявили изменения 
доли доступных цис-регуляторных элементов в 
популяциях CD4+ и CD8+ Т-клеток и построи-
ли сети цис-регуляторных взаимодействий. В ре-
зультате было показано, что некоторые локусы 
(например, CCL3) имели схожие сети регуляции 
в трех когортах сравнения, а другие (например, 
RUNX3 в CD4+ Т-клетках) имели различающи-
еся паттерны взаимодействий с цис-регулятор-
ными элементами. В образцах пациентов с тяже-
лой симптоматикой мотивы транскрипционных 
факторов TBX21, NFKB1, TP53, STAT1, MAFK 
и RUNX3 были менее доступны в CD4+ и CD8+ 
T-клетках по сравнению с образцами пациентов 
с умеренными симптомами. Дифференциально 
различающиеся между когортами пациентов ло-
кусы доступного хроматина были проанализиро-
ваны на обогащение сигнальных путей по базам 
Gene Ontology и KEGG. Li S. и соавт. показали, 
что в образцах пациентов c COVID-19 обогаще-
ны сигнальные пути MAPK и TNF. Ключевым 
выводом работы служит предположение о том, 
что активированное и “воспалительное” состо-
яние Т-клеток (особенно CD8+ Т-клеток), свя-
занное со снижением функций CD4+ Т-клеток у 
пациентов с тяжелыми симптомами, может быть 
основным фактором, определяющим патогенез 
и выздоровление от COVID-19.

В работе Y. Zheng и соавт. основным фоку-
сом исследования был анализ различий в ланд-
шафте хроматина иммунных клеток у пациен-
тов разных возрастов для выявления причин, по 
которым пожилые люди более восприимчивы к 
инфекциям и хуже реагируют на вакцины [130]. 
Авторы сравнивали образцы МНПК молодых 
(до 45 лет) и пожилых (старше 60-ти) пациен-
тов c COVID-19 и здоровых доноров метода-
ми scRNA-seq, scATAC-seq, масс-цитометрией 
CyTOF и scTCR/BCR-seq (не все когорты были 
проанализированы всем набором методов). Од-
нако доступность хроматина была измерена 
только в образцах здоровых молодых и пожи-
лых доноров. Основные результаты исследова-
ния следующие: 1) старение перепрограммирует 
ландшафт иммунных клеток человека в сторону 
поляризованного и воспалительного состоя-
ния; 2) в процессе старения увеличивается экс-
прессия генов восприимчивости к SARS-CoV-2 
(CD147, CD26 и ANPEP, которые могут являться 
альтернативными клеточными рецепторами для 
SARS-CoV-2 в иммунных клетках крови, где не 
экспрессируется ACE2); 3) увеличение поляри-
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зации иммунных клеток и воспаление в крове-
носном русле при старении может быть усилено 
вирусной инфекцией COVID-19; 4) возрастные 
дендритные клетки имеют повышенную экс-
прессию интерферон-стимулированных генов 
и сниженную способность презентировать ан-
тиген; 5) результаты анализа одноклеточных 
TCR и BCR показывают, что старение связано 
с уменьшением разнообразия и увеличением 
клональности эффекторных, цитотоксических 
и истощенных подмножеств CD8+ T-клеток и 
подмножества B-клеток, ассоциированных с 
возрастом; 6) профили доступности хроматина 
в единичных иммунных клетках показывают, 
что наибольшие изменения в процессе старе-
ния происходят в областях, кодирующих транс-
крипционные факторы семейства AP-1, которые 
дополнительно активируются при COVID-19. 
Авторы работы [130] также установили, что ста-
рение увеличивает экспрессию генов, связанных 
не только со старением, но и с воспалением и 
восприимчивостью к SARS-CoV-2 в определен-
ных подтипах клеток. COVID-19, в свою оче-
редь, вызывает изменения ландшафта иммунных 
клеток, сходные с изменениями при старении, и 
еще больше усиливает вызванную старением по-
ляризацию иммунных клеток и повышение регу-
ляции генов воспаления. 

Таким образом, в результате анализа доступ-
ности хроматина в единичных клетках вместе с 
данными других экспериментальных методов 
(scRNA-seq, масс-цитометрией CyTOF, FACS, 
scTCR/BCR-seq) стало возможным детальное 
описание перепрограммирования ландшафта 
хроматина в популяциях иммунных клеток кро-
ви на разных этапах заболевания COVID-19 у па-
циентов с симптоматикой разной тяжести. 

ИЗМЕНЕНИЕ ГИСТОНОВЫХ 
МОДИФИКАЦИЙ ПРИ ИНФИЦИРОВАНИИ 

SARS-CoV-2

Эпигенетические механизмы, в частности 
пост-трансляционные модификации (ПТМ) 
гистонов, позволяют клеткам реагировать на 
изменения окружающей среды и посредством 
изменения профилей экспрессии быстро к ним 
адаптироваться. В ответ на инфицирование па-
тогенами происходит активация иммунной си-
стемы, а изменения в программах экспрессии 
генов осуществляются в том числе посредством 
изменения ПТМ гистонов, которые можно 
проанализировать методом ChiP-seq. Первые 
работы об иммунном ответе на COVID-19 опи-

сывали изменения экспрессии провоспали-
тельных цитокинов и интерлейкинов (IL2, IL7, 
IL10, GSCF, IP10, MCP1, MIP1A, TNFα и др.) 
в плазме крови пациентов с тяжелым течением 
COVID-19 [132], а более ранние иммунологиче-
ские исследования сообщали об изменении со-
отношения меток эу- и гетерохроматина в про-
моторах провоспалительных генов в иммунных 
клетках [133, 134].

Одной из первых работ, в которой исследо-
вали уровень метилирования гистонов в МНПК 
пациентов COVID-19, является работа X. Yang 
и соавт. [135]. В ней различия в общем уровне 
метилирования гистонов между донорами и па-
циентами с COVID-19 на примере наиболее из-
ученных меток, контролирующих экспрессию 
генов, – H3K4me3 (метка активного промотора) 
и H3K27me3 (метка факультативного гетерохро-
матина) не были выявлены. Однако в этой ра-
боте были выявлены различия метилирования 
промоторов микроРНК, в частности miR-146a, 
miR181a-2 и miR-48. Ранее сообщалось, что 
экспрессия микроРНК (измеренная методом 
RNA-seq) различается у пациентов с COVID-19 
и доноров [136, 137]. Так, результаты двух экс-
периментальных методов – RNA-seq [136, 137] 
и ChiP-seq [135] согласуются и демонстрируют 
снижение уровня экспрессии микроРНК miR-
146a и miR181a-2 и увеличение уровня экспрес-
сии miR-48 у пациентов с COVID-19. miR-146a 
связывается с мРНК гена IL-6, что приводит к 
репрессии трансляции и уменьшению количе-
ства белка IL6. Подавление уровня микроРНК 
miR-146a, отмеченное у пациентов с COVID-19, 
по всей видимости, приводит к ингибирова-
нию пролиферации моноцитов и способствует 
ускользанию от иммунологического надзора. 
Более подробно роль микроРНК в процессе ин-
фицирования SARS-CoV-2 и регуляции лекар-
ственных мишеней для терапии COVID-19 об-
суждается в работе [137]. 

Отдельным любопытным вопросом являет-
ся переносимость респираторного заболевания 
COVID-19 пациентами-курильщиками. Как 
было продемонстрировано в мета-анализе [138] 
на основе 73 исследований, курение значитель-
но ассоциировано с повышенным риском смер-
ти от COVID-19 (объединенный относительный 
риск смертности от COVID-19 у курильщиков 
составляет 1.19%). Стоит отметить, что курение 
провоцирует экспрессию гена RIOX2 (также из-
вестного как MDIG) в легких, который в норме 
там не экспрессируется [139]. Повышенная экс-
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прессия гена RIOX2, в свою очередь, ассоцииро-
вана с меньшей общей выживаемостью при раке 
легкого [140]. Продукт гена RIOX2 является ги-
стоновой деметилазой и стирает метильные мет-
ки в позиции H3K9me3 – метки конститутивно-
го гетерохроматина. Но, что интересно, в работе 
Q. Zhang и соавт. [141] было показано, что экс-
прессия гена RIOX2, вызванная курением, спо-
собствует, за счет стирания репрессивных меток 
активации ряда белков, способствующих инфи-
цированию SARS-CoV-2. В частности, к ним 
относятся белки NRP1 и NRP2, которые спо-
собствуют проникновению SARS-CoV-2 в эпи-
телиальные клетки дыхательных путей за счет 
связывания с С-концевым мотивом субъедини-
цы 1 спайк-белка, катепсины, протеолитически 
активирующие спайк-белок и другие белки, бел-
ки гликозилирования (гликозилирование белков 
SARS-CoV-2 необходимо для сборки вириона и 
способствует защите вируса от иммунного отве-
та хозяина [142]) и др. Авторы работы [141] по-
казали схожий эффект воздействия мышьяка на 
экспрессию RIOX2 и предположили, что RIOX2 
определяет тяжесть COVID-19 в ответ на воздей-
ствие факторов окружающей среды, а одной из 
эффективных стратегий для облегчения симпто-
мов и снижения смертности от COVID-19 мо-
жет быть терапия, направленная на подавление 
RIOX2.

ИЗМЕНЕНИЕ ПРОСТРАНСТВЕННОЙ 
УКЛАДКИ ГЕНОМА ПРИ ИНФИЦИРОВАНИИ 

SARS-CoV-2

Трехмерная структура генома в клетках эука-
риот является определяющим фактором для его 
функционирования, влияет на транскрипцию, 
рекомбинацию и репарацию ДНК [143]. Недав-
но влияние SARS-CoV-2 на структуру генома 
инфицируемых клеток было исследовано с по-
мощью метода захвата конформации хромосом 
Hi-C 3.0 [144]. В результате данных эксперимен-
тов была обнаружена массированная реструкту-
ризация хроматина хозяина [144]. 

Во-первых, по результатам анализа главных 
компонент было зафиксировано изменение 
распределения по геному A- и B-компартмен-
тов, в значительной степени перекрывающих-
ся с транскрипционно активным/неактивным 
хроматином соответственно. Это изменение 
сводится к тому, что инфекция SARS-CoV-2 
повсеместно ослабляет выраженность A-ком-
партмента клеток хозяина, вплоть до полно-
го перевода части его в B-компартмент, а так-

же усиливает B-компартмент. Примерно 30% 
всего хроматина в геноме заражаемых клеток 
(культура клеток человеческой легочной адено-
карциномы A549) претерпевала изменения по 
данному направлению. При этом также было по-
казано увеличение доли гетеротипических меж-
компартментных взаимодействий A–B (в  том 
числе между разными хромосомами) за счет 
уменьшения гомотипических взаимодействий 
A–A. Расширенные исследования, использовав-
шие подходы вестерн-блот и ChIP-seq, показали, 
что эти изменения связаны с двумя процессами, 
происходящими с хроматином, который вне за-
ражения находится в A-компартменте, а при за-
ражении переходит в B-компартмент: заметным 
снижением уровня метки активного хроматина 
H3K27ac и умеренным увеличением уровня мет-
ки гетерохроматина H3K9me3. Таким образом, 
SARS-CoV-2 нарушает компартментализацию 
хроматина хозяина, по крайней мере частич-
но, через перепрограммирование модификаций 
хроматина. 

Во-вторых, было показано, что заражение 
ведет к снижению количества ближних контак-
тов в пределах топологически ассоциированных 
доменов (ТАД) при отсутствии статистически 
достоверного снижения уровня контактов за их 
пределами.

Наконец, в-третьих, замечено, что заражение 
ведет к увеличению уровня взаимодействий меж-
ду хромосомами, а также дальних (>28 Мб) вза-
имодействий внутри хромосом, что также свиде-
тельствует об изменении структуры хроматина 
в ходе инфекции. Показано, что эти изменения 
связаны с изменением внутри ТАДов когезино-
вых комплексов, их образующих. 

Вероятно, все данные изменения направле-
ны на противодействие защите хозяина и об-
легчение распространения по организму. Дело 
в том, что, как показали исследования ChIP-
seq и RNA-seq, эти изменения происходили 
в областях регуляции генов воспалительного 
ответа и напрямую связаны с изменениями их 
транскрипционной активности. В первую оче-
редь, эти изменения связаны с подавлением 
экспрессии генов интерферонов, участвующих 
в борьбе клетки с вирусной инфекцией, а также 
с активацией экспрессии провоспалительных 
генов, таких как IFIT1/2/3/5, DDX58 и IL6. Ав-
торы работы [144] также отмечают, что другие 
коронавирусы, например, Human Coronavirus 
OC43, а также другие индукторы иммунного 
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РОЛЬ ИЗМЕНЕНИЙ В СТРУКТУРЕ И ДИНАМИКЕ ХРОМАТИНА

ответа, по последним данным, не вызывают 
подобных изменений. Это свидетельствует о 
том, что наблюдаемые изменения являются 
уникальными, вызванными инфекцией SARS-
CoV-2, и не связаны с врожденной иммунной 
сигнализацией или вирусной инфекцией как 
таковой. Знания о данной реструктуризации 
при заражении важны для понимания эпиге-
нетических изменений в организме хозяина 
и для облегчения дальнейших исследований 
последствий вирусных инфекций. Дело в том, 
что эти знания, а также знания о том, какие 
белки используются вирусом, позволяют по-
строить механистические модели вирусного 
патогенеза. В частности, предполагается, что 
SARS-CoV-2 оказывает следующие воздей-
ствия на геном: мимикрирует под гистон H3 и 
направляет на себя некоторые модификации, 
которые в норме приводили бы к активации 
тех или иных генов, что ослабляет A-ком-
партменты (см. следующий раздел), истощает 
каким-то образом когезиновый комплекс по 
всему геному, но избирательно только из об-
ластей внутри ТАДов. При этом эти изменения 
перекликаются с дерегуляцией экспрессии ге-
нов иммунного ответа. Предполагается, что 
эта дерегуляция связана с тем, что контакты 
внутри ТАДов ввиду истощения когезинового 
комплекса ослабляются и происходит ослабле-
ние контактов энхансер–промотор, которые 
важны для активации генов интерферонов. Ак-
тивация же генов воспалительного ответа опо-
средуется, видимо, избирательным внесением 
модификации H3K4me3 в области промото-
ров этих генов [145]. Тем не менее механизмы 
данной избирательности еще только предстоит 
выяснить. В одной из последующих работ было 
выяснено, что изменения в архитектуре хрома-
тина играют роль в наступлении и восстанов-
лении аносмии – одного из симптомов ранней 
стадии инфекции COVID-19 [146]. Дело в том, 
что при инфицировании вирус в числе прочего 
поражает обонятельные нейроны-рецепторы, 
где, как показано при помощи анализа Hi-C 
в сочетании с оригинальной вычислительной 
техникой реконструкции хроматинового ан-
самбля в обонятельных рецепторах, в результа-
те описанных выше изменений структура хро-
матина модифицируется так, что это вызывает 
дисфункцию обонятельных рецепторов. Тем 
не менее для полного понимания изменения 
укладки хроматина в различных клетках требу-
ются дополнительные исследования, в частно-
сти основанные на 3D-реконструкциях с улуч-
шенным разрешением.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
РЕМОДЕЛИРОВАНИЯ ХРОМАТИНА ПРИ 

ИНФИЦИРОВАНИИ SARS-CoV- 2

Молекулярные механизмы, которые стоят за 
изменениями, описанными в предыдущем раз-
деле, пока что не являются окончательно опре-
деленными. Тем не менее в настоящее время 
наметился определенный прогресс в данной об-
ласти. В частности, показано, что геном SARS-
CoV-2 содержит в своем составе ген белка ORF8, 
который мимикрирует под критически важную 
в регуляции транскрипции N-концевую область 
человеческого гистона H3 [147]. При этом био-
информатический анализ показал, что наличие 
мимиков гистонов заражаемых клеток – это осо-
бенность, отличающая SARS-CoV-2 от других 
коронавирусов. Во время инфекции ORF8 высо-
ко экспрессируется в клетке-хозяине, причем на 
более высоких уровнях, чем сам гистон H3. При 
этом, как показал протеомный анализ, ORF8 
связывает ДНК-метилтрансферазу 1 (DNMT1). 
То, что ORF8 работает, конкурируя с гистона-
ми, доказывается следующими фактами: 1) он 
имеет ядерную локализацию при трансфекции 
клеток HEK 293T конструкцией, кодирующей 
Strep-меченый ORF8, при этом он колокализу-
ется с белками ядерной ламины; 2) он связан с 
хроматином, так как он диссоциирует от фрак-
ции хроматина при ионной силе, аналогичной 
той, при которой диссоциируют белки ламины 
и гистоны; 3) биоинформатически выявляемый 
сайт мимикрии влияет на сродство к хроматину, 
так как при его делеции константа диссоциации 
его от хроматина резко повышается; 4) он связы-
вается с геномной ДНК в определенных геном-
ных регионах, особенно в тех, которые связаны с 
H3K27me3, что доказывается методом иммуно-
преципитации хроматина ChIP-seq. Кроме того, 
показано, что ORF8 ассоциируется с ламином 
B1, гистоном H3 и HP1α, белком, ассоциирован-
ным как с белками ламины, так и с гистонами. 
Наконец, показано, что ORF8 связывается с ги-
стон-модифицирующими ферментами, которые 
нацелены на тот мотив в гистоне H3, под кото-
рый ORF8 мимикрирует. Речь идет, например, 
про ацетилтрансферазу KAT2A, нацеленную на 
H3K9. Метод масс-спектрометрии с параллель-
ным мониторингом реакции (LC-PRM-MS) при 
этом показал, что данный фермент может бес-
препятственно модифицировать ORF8 по ана-
логии с тем, как он модифицирует H3. Наконец, 
показано, что экспрессия ORF8 ведет к заметно-
му снижению уровня KAT2A в клетке. Эти дан-
ные свидетельствуют о том, что ORF8 не только 
связывается с такими белками, как ацетилтранс-
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феразы, но и, вероятно, модифицируется ими 
подобно гистону H3 и вызывает их деградацию. 
В совокупности эти результаты показывают, что 
ORF8 может выступать в качестве мимика ги-
стона на основе своей ассоциации с хроматином 
и хроматин-модифицирующими ферментами и 
способности истощать гистоновую ацетилтранс-
феразу KAT2A. Дальнейшие исследования пока-
зали, что экспрессия ORF8 нарушает собствен-
ные гистоновые модификации в хроматине. 
В частности, при помощи масс-спектрометрии, 
иммунохимии и ряда других подходов показа-
но, что в клетках, трансфицированных геном 
ORF8, наблюдается общее повышение уровня 
модификаций, связанных с транскрипционной 
репрессией, и понижение уровня модификаций, 
связанных с транскрипционной активацией. 
Так, были повышены уровни метилированных 
H3K9 и H3K27, а также снижены уровни ацети-
лированных H3K9 и H3K14. При этом ORF8 с 
делетированным участком мимикрии не демон-
стрирует данных особенностей влияния на мо-
дификации гистонов. Эти данные показывают, 
что ORF8 способен нарушать регуляцию моди-
фикаций гистонов в многочисленных критиче-
ских местах, при этом в данном процессе уча-
ствует участок мимикрии. Применение метода 
RNA-seq показало, что эти изменения влияют 
на паттерны дифференциальной экспрессии в 
сторону снижения экспрессии исходно высоко 
экспрессируемых генов. Аналогичные с резуль-
татами, полученными при трансфекции гена 
ORF8, данные демонстрируются и при вирусной 
инфекции вирусом с делецией и без делеции в 
гене ORF8 в клетках культуры A549, обогащен-
ных ACE2. Это свидетельствует о том, что имен-
но ORF8 отвечает за описываемые изменения в 
ходе вирусной инфекции. Показано также, что 
ORF8 имеет и другие функции, не связанные с 
мимикрией гистонов, тем не менее эти функции 
уже не являются предметом данного обзора. Так 
или иначе, функциональный ORF8 посредством 
мимикрии под гистон H3 дестабилизирует вну-
тренние регуляторные пути, связанные с эпи-
генетическим контролем, и тем самым меняет 
паттерн модификации гистонов в клетках, что 
напрямую связано с тяжестью заболевания, в 
частности – с блокировкой путей защиты клеток 
от инфекции [147].

Помимо ORF8, как выяснилось, в патогенезе 
участвует главная протеиназа Mpro, которая рас-
щепляет деацетилазу гистонов и тем самым ведет 
к снижению экспрессии генов интерферонового 
ответа через изменение доступности хромати-

на [148]. Тем не менее есть ряд генов, которые 
очень важны для инфекции, а потому снижение 
их транскрипционной активности в ходе ин-
фекции недопустимо. Чтобы выявить данные 
гены, Х.Н. Танг и соавт. перед заражением про-
водили нокаут ряда генов посредством системы 
Cas9 с гРНК, нацеленной на каждый из генов, 
который не репрессировался в ходе инфекции. 
Работу проводили на органоидных моделях тка-
ней респираторного отдела, воздухопроводящих 
путей и сердца взрослого человека, полученных 
из индуцированных плюрипотентных клеток че-
ловека, заражаемых вирусом [53]. Показано, что 
важную роль в вирусной инфекции играют гены 
ACE2, IFN1, CIART, FOS, JUN, EGR1, H2AC6 и 
т.д. Наибольшую устойчивость к вирусу клетки 
приобретали при нокауте гена CIART. Это – ре-
гулятор, который в норме выступает как регу-
лятор циркадно-часовой петли обратной связи. 
Как оказалось, этот ген играет роль и в других 
вирусных инфекциях. Дело в том, что “выключе-
ние” этого гена снижает синтез жирных кислот, 
а это очень критично для вируса. 

Описываемые перестройки, вызванные ORF8 
и Mpro, – это не единственные варианты регу-
ляции транскрипционной активности, опосре-
дованные SARS-CoV-2. Так, показано, что вирус 
способен к модуляции экспрессии генов хозяина 
через изменение активности транспозонов [149]. 
Если конкретнее, он изменяет уровень транс-
криптов ретротранспозонов (например, HERV и 
LINE-1) в клетке, причем в случае разных транс-
позонов – в разные стороны. Это показал анализ 
данных из клеточных линий и первичных образ-
цов пациентов. Это ведет к тому, что транспозо-
ны активнее встраиваются в гены, вовлеченные 
в иммунный ответ, и это снижает уровень актив-
ности соответствующих белков. Другие вирусы, 
например MERS-CoV, вирус гриппа A, вирус 
парагриппа человека типа 3 и пр., также влия-
ют на экспрессию транспозонов, причем иначе, 
чем SARS-CoV-2. Дифференциальная экспрес-
сия транспозонов является видоспецифичной 
для вирусов. Механизм регуляции до конца не-
понятен, но известно, что, согласно данным 
ChIP-seq, имеет место накопление H3K27Ac пе-
ред дифференциально экспрессируемыми в ходе 
инфекции SARS-CoV-2 транспозонами, а также 
связывание их с активирующими транс-факто-
рами, включая компоненты сигналлинга NF-кB. 
Индукция ретроэлементов имеет тканевую 
специфичность, однако однозначно коррелиру-
ет с заболеванием. В целом дифференциальная 
экспрессия транспозонов после вирусных ин-
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РОЛЬ ИЗМЕНЕНИЙ В СТРУКТУРЕ И ДИНАМИКЕ ХРОМАТИНА

фекций может дать представление о патогенезе 
заболевания и уникальных вирусных метках в 
вирусной диагностике [149]. Помимо транспозо-
нов и генов иммунного ответа были обнаружены 
и иные регуляторные гены, которые обязатель-
но ингибируются или активируются в ответ на 
инфекцию через изменение доступности хрома-
тина. В частности, показано, что за счет данных 
регуляторных событий в клетках повышается 
уровень экспрессии генов ACE2 и TMPRSS2, ко-
торые участвуют напрямую в инфекции [150], 
через изменение экспрессии их регуляторов, 
действующих через цис-регуляторные элементы. 
Знания об этом позволяют разрабатывать новые 
терапевтические стратегии против инфекции 
SARS-CoV-2. 

Еще один из механизмов, связанных с тяже-
стью инфекции и завязанных на ремоделиро-
вании хроматина, – это механизм, связанный с 
активностью комплексов mSWI/SNF (SWItch/
Sucrose Non-Fermentable), которые осущест-
вляют ремоделирование хроматина млекопи-
тающих, а именно – канонических комплексов 
BRG1/BRM-ассоциированного фактора (cBAF) 
[151]. Все комплексы mSWI/SNF содержат АТ-
Фазную субъединицу, SMARCA4 или SMARCA2 
(они также известны как BRG1 и BRM соответ-
ственно), и целый ряд общих и специфических 
для конкретного комплекса субъединиц, обе-
спечивающих специфичность регуляции транс-
крипции. Так, активность SMARCA4 в ряде 
комплексов в ряде клеток повышает в числе про-
чего доступность хроматина в локусе ACE2 и тем 
самым опосредует восприимчивость к вирусу. 
Происходит это путем АТФ-зависимой репози-
ции нуклеосом в определенных частях генома, 
определяемых дифференцировкой клеток, что 
делает инициацию транскрипции в этих местах 
более вероятным процессом. Сами же комплек-
сы mSWI/SNF рекрутируются в энхансеры ACE2 
транс-факторами HNF1A/B. Ингибиторы АТ-
Фазы mSWI/SNF подавляют экспрессию анги-
отензин-превращающего фермента 2 (ACE2) и 
придают устойчивость к SARS-CoV-2. Иными 
словами, данный механизм повышения виру-
лентности SARS-CoV-2, завязанный на хрома-
тине, скорее основан на вероятном заражении 
клеток с определенными модификациями хро-
матина. Эти данные определяют потенциальный 
класс противовирусных препаратов, которые по-
вышают устойчивость к вирусу через временное 
блокирование экспрессии ACE2 в клетках че-
ловека за счет модуляции работы ремоделлеров 
хроматина.

Наконец, по-видимому существует еще один 
механизм, который основан на общеизвестном 
механизме образования телец Барра – гете-
рохроматиновых конструкций на базе одной из 
двух X-хромосом у женщин – в каждой клетке. 
Известно, что тяжелая форма COVID-19 возни-
кает при прочих равных условиях чаще у муж-
чин, чем у женщин. Одно из объяснений может 
заключаться в том, что на X-хромосоме находит-
ся ген TLR7, опосредующий интерфероновые 
ответы, помогающие в борьбе с вирусом. У муж-
чин по сравнению с женщинами чаще наблюда-
ется фенотипически проявляющая себя дерегу-
ляция данного гена, что является предпосылкой 
к развитию тяжелой формы COVID-19. Связано 
это с тем, что нарушения в этом гене у мужчин 
более критичны, так как у них существует одна 
копия X-хромосомы и нет механизма дозовой 
компенсации экспрессии X-сцепленных генов, 
а у женщин копий X-хромосомы две и механизм 
дозовой компенсации экспрессии X-сцеплен-
ных генов, выражающийся в образовании телец 
Барра, есть [152].

ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ ГИСТОНЫ 

В качестве еще одного молекулярного меха-
низма патогенеза COVID-19 отметим роль ги-
стонов вне клеточного ядра. Одной из стратегий 
врожденного иммунитета является формиро-
вание внеклеточных ловушек, которые фор-
мируются иммунными клетками моноцитами/
макрофагами и нейтрофилами. Эти клетки вы-
брасывают во внеклеточное окружение ДНК, 
гистоны, некоторые белки и ферменты (напри-
мер, эластаза нейтрофилов), которые образуют 
трехмерную паутинообразную сеть, задержи-
вающую патогены [153]. Большую часть белков 
(порядка 70%) НВЛ составляют внеклеточные 
гистоны, которые оказывают цитотоксическое 
действие через разрушение мембраны, повы-
шение внутриклеточного кальция, активацию 
Toll-подобных рецепторов, инфламмасомы и 
системы комплемента. В ряде исследований со-
общалось о нахождении НВЛ в образцах паци-
ентов с COVID-19 [154] (в том числе с тяжелой 
формой [155, 156]). В мета-обзоре [157] было 
отмечено, что повышенная концентрация гисто-
нов в крови наблюдается у пациентов с неблаго-
приятными клиническими исходами. W. Hong и 
соавт. с помощью метода поверхностного плаз-
монного резонанса показали, что гистоны H3 и 
H4, входящие в состав НВЛ, могут связываться 
избирательно с субъединицей 2 спайк-белка (S) 
и это усиливает инфекционность SARS-CoV-2, 
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что нетипично по сравнению с иными вирусны-
ми инфекциями. Судя по всему, гистон образу-
ет мостик между сиаловой кислотой на клетках 
хозяина и спайк-белком SARS-CoV-2, что спо-
собствует слиянию мембран и инфицированию 
вирусом [158]. Существуют данные, которые сви-
детельствуют о том, что вирус может в некоторых 
случаях специально провоцировать нетоз путем 
повышения цитруллинированного гистона H3 в 
нейтрофилах – инициатора образования НВЛ, 
тем самым утяжеляя ход инфекции. Считается, 
что это связано с активацией PAD4, собствен-
ного фермента нейтрофилов, который отвечает 
за образование цитруллинированной модифи-
кации H3. Тем не менее пока что не ясно, опо-
средуется ли активация PAD4 непосредственно 
инфекцией нейтрофилов SARS-CoV-2 или же он 
связан с “цитокиновым штормом”, который при 
инфекции также может происходить [159]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Понимание молекулярных механизмов пато-
генеза COVID-19 явилось значительным вызо-
вом для современной науки. Однако впервые у 
ученых были в распоряжении столь продвинутые 
методы исследования из областей структурной 
биологии, геномики, молекулярной и клеточной 
биологии, а также доступ к большому количеству 
образцов. В настоящем обзоре на примере изуче-
ния COVID-19 и вируса SARS-Cov-2 продемон-
стрированы возможности современного анализа 
структуры и динамики хроматина и роль измене-
ний в хроматине в патогенезе этого заболевания. 
Изменения в структуре хроматина происходят 
как в иммунных клетках, которые активируют-
ся в ответ на инфекцию, так и в инфицируемых 
клетках. В инфицируемых клетках изменения в 
структуре хроматина на только опосредуют кле-
точный ответ на инфекцию, но и вызываются и 
модулируются самим вирусом с помощью ряда 
белков, кодируемых вирусом. Хотя на сегодняш-
ний момент полностью не понияты все механиз-
мы взаимодействия вирусов с эпигенетической 
машинерией клеток, дальнейшие исследования 
в данном направлении будут способствовать по-
ниманию патогенеза заболевания и совершен-
ствованию методик лечения.
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The COVID-19 pandemic has become a serious challenge for the healthcare system and the economy of many states, 
and understanding the molecular mechanisms of the pathogenesis of this disease has become a significant challenge 
for modern science. At the same time, for the first time, a number of high-precision and high-throughput methods for 
analyzing molecular processes were available to scientists, including technologies for studying changes in chromatin 
at the genomic level. In this review, we discuss various modern methods that have been used or can be used to study 
changes in the structure and dynamics of chromatin during infection with SARS-CoV-2, present the results of 
currently available studies on the role of these changes in the pathogenesis of COVID-19, and in conclusion we review 
the currently known molecular mechanisms of chromatin modulation that occur during infection with SARS-CoV-2.
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