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В ХОДЕ ЭВОЛЮЦИИ SARS-CoV-2 ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ 
МЕЖДУ ВИРУСНОЙ РНК И РНК-СВЯЗЫВАЮЩИМИ 
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Коронавирус-2 тяжелого острого респираторного синдрома (SARS-CoV-2), вызывающий COVID-19,
использует РНК-связывающие белки (RNA-binding proteins, RBP) клетки-хозяина для реализации
инфекционного цикла. В то же время ряд RBP человека участвует в противовирусном иммунном от-
вете. В ходе циркуляции в человеческой популяции в геноме SARS-CoV-2 появились мутации, ко-
торые могли привести к изменению взаимодействия с ним клеточных RBP. Проведен анализ гено-
мов различных штаммов SARS-CoV-2, включая варианты Alpha, Delta и Omicron, и предложена мо-
дель взаимодействия RBP с РНК SARS-CoV-2. Оказалось, что, несмотря на общепринятое мнение
о важности взаимодействия вируса с клеточными RBP, с начала пандемии COVID-19 происходит
постепенное снижение аффинности связывания RBP с РНК SARS-CoV-2.
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РНК-связывающие белки (RNA-binding pro-
teins, RBP) ‒ семейство белков, которые, взаимо-
действуя с РНК, участвует в различных процессах,
таких как биогенез транскриптов, их канонический
и альтернативный сплайсинг, локализация и транс-
ляция [1, 2]. Кроме того, RBP взаимодействуют и с
чужеродными, в том числе вирусными, РНК.

Известно, что (+)РНК-содержащие вирусы
используют RBP клетки хозяина для выполнения
многих этапов инфекционного цикла, включая ре-

гуляцию синтеза геномных и субгеномных РНК,
трансляцию, формирование вирусных частиц, а
также стабилизацию вирусных РНК [3, 4]. В то же
время RBP участвуют в активации врожденного
иммунного ответа. Например, RIG-I (DDX58) и
MDA5 (IFIH1) вовлечены в распознавание и эли-
минацию вирусных РНК [5, 6].

Коронавирус, вызвавший пандемию COVID-19,
SARS-CoV-2, принадлежит к семейству Coronavi-
ridae ‒ оболочечных вирусов с одноцепочечным
(+)РНК-геномом (размер ~30 т.н.) ‒ и в ходе ре-
пликации взаимодействует с рядом RBP [7‒9].

Предполагают, что взаимодействие RBP с
РНК SARS-CoV-2 происходит не только в цито-
плазме, но и в ядре. С одной стороны, показано,
что геномные и субгеномные РНК SARS-CoV-2
преимущественно локализованы в цитоплазме,
но некоторые вирусные мРНК транспортируются
в ядро [10‒12]. С другой стороны, значительная
часть RBP постоянно перемещается между ядром
и цитоплазмой [13, 14] и участвует в экспорте
мРНК, ее деградации и инициации трансляции.

Список сокращений: RBP (RNA-binding protein) ‒ РНК-
связывающие белки; p – индекс RBP при перечислении;
v – индекс SARS-CoV-2 при перечислении; n – позиция

сайта связывания RBP и РНК SARS-CoV-2;  – cумма
аффинностей сайтов белкa p, приходящихся на вирус v;
Sp – максимальная суммарная RBP-аффинность p среди
всех вариантов вируса v; Sv – средняя суммарная аффин-

ность RBP, приходящихся на вирус v;  – RBP-аффи-
ность p для вируса v, соответствующая сайту связывания
на позиции n; Sv,n – средняя относительная аффинность
RBP, приходящихся на позицию n вируса v.
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Мы предположили, что в геноме SARS-CoV-2
возникают и сохраняются мутации, приводящие
к изменению взаимодействия вируса с клеточны-
ми RBP. В ходе данного исследования обнаруже-
но, что число сайтов связывания RBP на РНК
SARS-CoV-2 уменьшалось с начала пандемии
COVID-19. Мы предполагаем, что взаимодей-
ствие RBP с вирусной РНК находится под давле-
нием естественного отбора.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Выбор образцов РНК SARS-CoV-2 для исследования

Из базы данных GISAID было загружено
15786316 последовательностей РНК SARS-CoV-2
[15] и аннотировано с помощью программы Pan-
golin 1.21 [16] (версия 4.3, https://cov-lineag-
es.org/resources/pangolin.html). Из 30 436 вариан-
тов, аннотированных как “Berlin, Germany”, была
отобрана 4441 последовательность по следующим
критериям: (1) результаты секвенирования не со-
держали неопределенных нуклеотидов и (2) дли-
на геномной РНК вируса отличалась от эталонной
(штамм BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019, GISAID:
EPI_ISL_402125) не более, чем на 5%. Выбранные
варианты циркулировали с 14 января 2021 года по
3 июля 2023 года.

Учитывая, что длина поли(А)-хвоста мРНК,
транскрибируемых с геномной РНК SARS-CoV-2,
изменяется в ходе инфекционного цикла вируса
[17] и, следовательно, зависит от времени выделе-
ния, мы удалили из рассмотрения эту последова-
тельность всех вирусных мРНК.

Далее варианты были разделены на несколько
групп в соответствии со штаммами в аннотации
GISAID. Это вариант “Alpha”: B.1.1.7-like с 759
субвариантами; “Delta”: B.1.617.2-like с 841 субва-
риантами и AY.4-like с 49 субвариантами; “Other
Ancestral variants”: суммарно 42 субварианта;
“Omicrons BA-like”: BA.1-like с 564 субварианта-
ми, BA.2-like с 946 субвариантами, BA.5-like с 876
субвариантами; “Omicrons XBB”: XBB-like с 64
субвариантами, XBB.1-like с 81 субвариантом,
XBB.1.5-like с 163 субвариантами и XBB.1.16-like с
3 субвариантами; “Other Omicrons”: с малочис-
ленными, а также неопределенными штаммами
Omicron, суммарно 53 субварианта.

Выбор образцов RBP для исследования

RBP и их мотивы связывания были взяты из ба-
зы данных ATtRACT [18]. Всего отобрали 153 белка,
которым соответствовало 2 274 уникальных моти-
ва связывания. Из мотивов, присутствующих в
ATtRACT, 85% были подтверждены эксперимен-
тально, в то время как остальные 15% (192 мотива)
были получены анализом in silico комплексов бе-
лок‒РНК, представленных в Protein Data Bank [19].

Для оценки экспрессии RBP данные прочте-
ний высокопроизводительного секвенирования
мРНК (RNA-seq) были загружены с портала TCGA
(https://www.cancer.gov/ccg/research/genome-se-
quencing/tcga) для тканей толстой кишки (COAD)
и легких (LUAD). Затем необработанные значе-
ния считывания были преобразованы в нормали-
зованные значения FPKM по стандартной фор-
муле. Следуя соответствующему клиническому
описанию, образцы набора данных были отнесе-
ны к “здоровой” и “опухолевой” группам. Для
оценки экспрессии RBP в анализе использовали
только “здоровые” типы образцов: 8 в наборе
данных COAD и 7 в проекте LUAD. Затем для
каждого RBP было найдено среднее значение
среди “здоровых” образцов. Вклад каждого белка
в общую экспрессию RBP не превышал 1.5%, то
есть не было высокоэкспрессированных RBP сре-
ди выбранных для анализа. В связи с этим экс-
прессию RBP принимали за равномерную.

Анализ потенциальных сайтов взаимодействия 
RBP‒вирусная РНК

Для каждого варианта SARS-CoV-2 были най-
дены координаты сайтов связывания RBP, пред-
ставленных в базе данных ATtRACT (на основе
полного совпадения). В общей сложности более
одного сайта связывания, по крайней мере в од-
ном геноме SARS-CoV-2, имели 77 RBP. Каждый
сайт связывания RBP в ATtRACT характеризуется
“показателем качества” – величиной, отражаю-
щей аффинность RBP к данному сайту связыва-
ния в пределах одного эксперимента. Для более
корректной оценки взаимодействий RBP‒РНК
для каждого белка (p) и вирусного варианта (v)
была рассчитана сумма аффинностей его сайтов
( ), представленных в геноме данного варианта
SARS-CoV-2.

С целью оценить, какие RBP имеют наиболь-
шее число мотивов связывания в геноме SARS-
CoV-2, мы сравнили медианные значения числа
сайтов связывания среди выбранных вариантов.
В табл. 1 представлены RBP с наибольшим чис-
лом сайтов связывания.

Анализ аффинности взаимодействия 
RBP‒вирусная РНК

Для подсчета скорости изменения связывания
RBP и РНК вируса использована следующая про-
цедура. Прежде всего, суммарную аффинность
каждого RBP ( ) нормировали на максимальную
суммарную аффинность (Sp) этого белка по всем
отобранным вариантам вируса ( ). По-
лученная шкала позволяет сравнивать скорости
изменения аффинности различных RBP к вирус-
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ной РНК. Затем для каждого вируса (v) рассчиты-
вали среднюю относительную аффинность (Sv) по
всем RBP в соответствии с формулой (1):

(1)

где N ‒ число анализируемых RBP.
Затем для оценки скорости изменения аффин-

ности RBP была обучена линейная регрессия,
предполагающая, что Sv = atv + b + ev, где tv – мо-
мент секвенирования варианта (v), a ev – случай-
ная погрешность с нулевым средним и заданной
дисперсией. Оценка коэффициента линейной
модели (a) характеризует скорость изменения
относительной аффинности связывания, в то
время как p-value дает фактический уровень зна-
чимости гипотезы H0: a = 0 ‒ против альтернати-
вы H1: a ≠ 0.

С целью определить, как происходит взаимо-
действие RBP с различными регионами генома
SARS-CoV-2, для каждого нуклеотида (n) по фор-
муле (2) рассчитали суммарную аффинность всех
RBP, потенциально связывающихся с данной пози-
цией:

(2)

где  – аффинность RBP (р) к сайту связыва-
ния, соответствующему позиции (n) вируса (v). В
таком случае нуклеотид будет иметь ненулевой

p
v v p

p  1 

1 1 ,
N
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коэффициент, если он соответствует сайту связы-
вания по крайней мере одного RBP.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате определения коэффициента ре-

грессии a методом наименьших квадратов (МНК)
получили, что скорости изменения относитель-
ной аффинности RBP к вирусным РНК имеет вид
a = ‒1.58 × 10‒5 (p-value ≤ 0.001, гипотеза H0: a = 0).
Так, в период с 14 января 2020 года по 3 июля 2023
года средняя относительная аффинность RBP
снизилась на 2% (рис. 1). На основании этого
можно предположить, что давление эволюцион-
ного отбора на SARS-CoV-2 было направлено на
ослабление взаимодействия вирусная РНК‒RBP.

Оказалось, что потенциальные сайты RBP на
геномной РНК SARS-CoV-2 распределены нерав-
номерно (риc. 2a): больше всего их обнаружено в
участках, кодирующих неструктурные белки 2 и
13 (NSP2, NSP13), нуклеопротеин (N) и вспомо-
гательные белки NS6‒9.

Далее для каждого штамма SARS-CoV-2 мы
определили “медианного представителя”, то есть
для каждой позиции n вычисляли медиану 
среди вирусов (v), соответствующих данному
штамму. Ранее показано, что взаимодействие
микроРНК с РНК SARS-CoV-2 больше всего из-
менилось у варианта Omicron BA.2-like по сравне-
нию с референсным штаммом Wuhan [20]. Нами
показано, что аффинность RBP к геному вариантов
SARS-CoV-2 наиболее заметно изменилась в слу-
чае Omicron XBB-like, особенно в регионах

v,nS

Таблица 1. Медианное число потенциальных сайтов RBP на РНК SARS-CoV-2 вариантов Alpha, Delta и Omicron
Тable 1. Median number of potential RNA-binding protein (RBP) sites on RNAs of SARS-CoV-2 Alpha, Delta and Omicron

Примечание: aЧисло потенциальных сайтов связывания; bтоп-10 RBP, наиболее представленных по медианному числу сайтов
связывания на РНК штаммов SARS-CoV-2 варианта Alpha (B.1.7-like).
Note: aNumber of potential binding sites; btop 10 RBPs most represented by the median number of binding sites on RNA of the SARS-
CoV-2 Alpha (B.1.7-like) variant.

RBP

РНК SARS-CoV-2, na

Alpha Delta Omicron

B.1.1.7-likeb B.1.617.2-like BA.2-like BA.5-like XBB-like

HNRNPL 1260 1246 1252 1247 1241
TRA2B 375 378 377 376 376
HNRNPH1 339 340 343 336 337
SRSF9 316 314 312 309 307
HNRNPH2 296 296 300 294 295
SRSF5 261 259 260 260 260
SRSF10 204 206 200 200 201
YBX1 186 183 184 182 182
SRSF1 184 184 185 184 184
NOVA1 180 175 178 177 175
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NSP2‒3 и NS6‒9 (рис. 2b). Также видно, что, по
сравнению с референсным вариантом, в различных
областях генома происходило заметное снижение
аффинности RBP.

Взаимодействие РНК SARS-CoV-2 с клеточ-
ными RBP играет ключевую роль в инфекцион-
ном цикле вируса. Так, RBP обеспечивают ста-
бильность вирусной РНК, облегчая работу РНК-
полимеразы и ускоряя трансляцию, а также при-
нимают участие в формировании вирусных ча-
стиц, способствуя рекрутированию геномных
РНК к вироплазмам. Нами показано, что 77 RBP
человека, включая факторы сплайсинга (SRSFs)
и гетерогенные ядерные РНП (hnRNPs), имеют
сайты связывания в геномной РНК различных
вариантов SARS-CoV-2, что согласуется с резуль-
татами предыдущих исследований [21‒24].

Репликация, транскрипция и трансляция РНК
SARS-CoV-2 происходит преимущественно в ци-
топлазме клетки-хозяина, в то время как некото-
рые RBP локализуются в ядре. Однако для некото-

рых ядерных RBP было показано взаимодействие с
вирусными РНК или белками в цитоплазме [23,
25]. Возможно, что ядерные RBP в процессе син-
теза захватываются вирусной РНК в цитоплазме,
как было показано на примере сплайсинг-факто-
ра SRSF1 [21]. Кроме того, бóльшая часть факто-
ров сплайсинга постоянно перемещается между
ядром и цитоплазмой [26‒28], что предполагает
возможность их связывания с РНК SARS-CoV-2 в
цитоплазме.

Таким образом, нами показано, что с начала
пандемии COVID-19 наметилась тенденция сни-
жения аффинности связывания клеточных RBP с
РНК SARS-CoV-2. Наиболее заметные измене-
ния, потерю или “ухудшение”, претерпели узна-
ваемые RBP мотивы в регионах вирусной РНК,
кодирующих белки NSP2, NSP3 и NS6‒9. Мы
предполагаем, что, несмотря на важность участия
RBP в инфекционном цикле SARS-CoV-2, обога-
щенность генома мотивами РНК-связывающих
белков препятствует работе РНК-полимеразы, за-

Рис. 1. В ходе циркуляции в человеческой популяции аффинность RBP к РНК SARS-CoV-2 постепенно снижалась.
Расчет Sv проведен по формуле (1).
Fig. 1. During circulation in the human population, the affinity of RBPs for SARS-CoV-2 RNA gradually decreased. Sv values
were calculated using formula (1).
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Рис. 2. Распределение относительной аффинности связывания RBP ( ) по различным участкам РНК SARS-CoV-2
для референсного штамма Wuhan (a), а также изменения в аффинности относительно референсного штамма для ва-
риантов Omicron BA.2-like (b) и Omicron XBB-like (c). Для расчета значений  использовали формулу (2).
Fig. 2. Distribution of relative RBP binding affinity ( ) across different regions of SARS-CoV-2 RNA for the Wuhan reference
strain (a), as well as changes in affinity relative to the reference strain for Omicron BA.2-like variants (b) and Omicron XBB-like
(c).  values were calculated using formula (2).
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медляя репликацию и транскрипцию. Как след-
ствие, с начала пандемии COVID-19 давление есте-
ственного отбора было направлено на ослабление
взаимодействия между вирусной РНК и РНК-свя-
зывающими белками хозяина.
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During SARS-CoV-2 Evolution, the Interaction between Virus RNA 
and Host RNA-Binding Proteins Gradually Weakened

K. E. Malkovaa, A. P. Zhiyanovb, A. V. Belayaa, 
A. V. Arzumanovaa, I. D. Kirillova, and S. A. Tonevitskayaa, #

aFaculty of Biology and Biotechnology, National Research University “Higher School of Economics”, Moscow, 101000 Russia
bShemyakin‒Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117997 Russia

#e-mail: stonevitskaya@hse.ru

Abstract–SARS-CoV-2 utilizes host cell RNA-binding proteins (RBPs) to carry out many steps of the infec-
tious cycle. At the same time, a number of human RBPs are involved in antiviral immunity. During circulation
in the human population, mutations that appeared in the SARS-CoV-2 genome could alter the interaction of cel-
lular RBPs with the virus. Here, we analyzed the genomes of various SARS-CoV-2 strains, including the Alpha,
Delta and Omicron variants, and proposed a model of the interactions of RBPs with SARS-CoV-2 RNA. It turned
out that despite the generally accepted opinion about the importance of the RBP‒virus interaction, since the
COVID-19 pandemic, there has been a gradual decrease in the affinity of RBPs for SARS-CoV-2 RNA.

Keywords: SARS-CoV-2, virus RNA, RNA-binding proteins, RNA‒protein interaction, evolution
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