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В настоящей работе оценивали влияние гипоксического ответа в клетках Caco-2 на экспрессию ге-
нов и микроРНК, вовлеченных в механизмы внутриклеточного транспорта вирусных частиц SARS-
CoV-2, а именно, эндоцитоз и трансцитоз. С помощью секвенирования РНК показано, что при
имитации гипоксии путем воздействия на клетки производного оксихинолина двукратно увеличи-
вается экспрессия канонического рецептора ACE2 для вируса SARS-CoV-2, а также экспрессия не-
канонического рецептора TFRC. Значимый рост экспрессии наблюдался для генов из семейства ре-
цепторов липопротеинов низкой плотности (LDL), играющих ключевую роль в трансцитозе: LDLR,
LRP1, LRP4 и LRP5. Повышение уровней экспрессии LDLR сопровождалось понижением экспрес-
сии микроРНК hsa-miR-148a-3p, способной напрямую связываться с мРНК LDLR. Таким образом,
в ходе гипоксического ответа в клетках Caco-2 повышается экспрессия генов, вовлеченных в меха-
низмы эндоцитоза и трансцитоза вирусных частиц SARS-CoV-2.
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Список сокращений: ПЦР-РВ – полимераз-
ная цепная реакция в реальном времени. GO –
gene ontology. FDR – false discovery rate, уровень
ложноположительных результатов. FPKM – frag-
ments per kilobase of transcript per million mapped.
HIF – hypoxia-inducible factor, индуцируемый ги-
поксией фактор. KEGG – Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes. RPM – reads per million
mapped reads.

Активная репликация вируса SARS-CoV-2 в
кишечнике может являться причиной возникно-
вения симптомов со стороны желудочно-кишеч-
ного тракта у пациентов с COVID-19 [1]. Извест-
но, что в кишечнике значительной доли перебо-
левших COVID-19 сохраняется вирусная РНК в
промежутке от недели до нескольких месяцев.
Более того, длительное присутствие вирусной
РНК коррелирует с нарушениями пищеварения,

что может являться одним из факторов постко-
видного синдрома [2, 3]. Гипоксия является од-
ним из основных индукторов патологий кишеч-
ника, включая воспаление и колоректальный рак
[4]. Роль гипоксии во взаимодействиях SARS-
CoV-2 и клеток кишечника на сегодняшний день
не установлена.

Главными “входными воротами” в клетку для
вирусной частицы SARS-CoV-2 является рецеп-
тор ACE2, экспрессирующийся на поверхности
эпителиальных клеток многих органов, включая
легкие и кишечник [5]. Дальнейшая судьба виру-
са может включать в себя трансцитоз, позволяю-
щий вирусу пересекать кишечный барьер, что мо-
жет иметь важное клиническое значение. Ранее
было установлено, что одной из наиболее подхо-
дящих клеточных моделей для изучения эндоци-
тоза и трансцитоза вирусных частиц SARS-CoV-2
являются клеточные линии Caco-2, экспрессиру-
ющие все необходимые факторы [6].

МикроРНК – класс коротких некодирующих
РНК, осуществляющих негативную регуляцию
экспрессии генов. Связывание seed региона мик-
роРНК (нуклеотиды 2–7 с 5'-конца молекулы) с
3'-нетранслируемой областью (3'-НТО) мРНК-
мишени приводит к деградации мРНК или к
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остановке трансляции [7, 8]. Нами ранее было по-
казано, что семейство микроРНК miR-200 подав-
ляет экспрессию ACE2 [9]. Поиск регуляторных
механизмов для других генов, вовлеченных во
взаимодействия SARS-CoV-2 и клеток, представ-
ляет большой интерес.

В настоящей работе с помощью секвенирова-
ния нового поколения был проанализирован
профиль экспрессии генов и микроРНК диффе-
ренцированных клеток Caco-2 под воздействием
производного оксихинолина, являющейся инги-
битором HIF-пролилгидроксилазы и имитирую-
щей гипоксию путем стабилизации HIF1A –
главного транскрипционного фактора, индуци-
руемого гипоксией [10].

Эксперименты проводили аналогично иссле-
дованию [11]. Вкратце, клетки Caco-2 получали
из Российской коллекции клеточных культур
(Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург,
Россия) и инкубировали 21 день в условиях для
дифференцировки. Воздействие на клетки про-
изводили с помощью производного оксихиноли-
на 4896–3212 (Исследовательский Институт Хи-
мического Разнообразия, Химки, Россия): 7-((4-
(трет-бутил)фенил)((4-метилпиридин-2-ил)ами-
но)метил)хинолин-8-ол (см. детали в [12]), кон-
центрация – 5 мкМ. После 24-часовой инкуба-
ции клетки лизировали для дальнейшего анализа.
В каждой группе (воздействие и контроль) ис-
пользовали по три биологических повтора. РНК
выделяли с помощью Qiagen miRNeasy Mini Kit
(Qiagen, Хильден, Германия). Приготовление
библиотек для секвенирования мРНК и мик-
роРНК проводили с помощью наборов Illumina
Stranded mRNA Library Prep Kit и NEBNext Multi-
plex Small RNA Library Prep Kit for Illumina (Illu-
mina, Сан-Диего, США) соответственно. Ис-
пользовали секвенатор Illumina NextSeq 550.

Качество исходных FASTQ файлов секвениро-
вания оценивали с помощью FastQC версии 0.11.9
(Babraham Bioinformatics, Кембридж, Англия),
адаптеры прочтений обрезали с помощью cut-
adapt версии 2.10. Ненормированные таблицы
экспрессий мРНК и микроРНК получали путем
картирования прочтений секвенирования с по-

мощью STAR версии 2.7.5b и miRDeep2 версии
2.0.1.2 соответственно. Полученные таблицы
нормировали и фильтровали с использованием
edgeR версии 3.30.3, получая на выходе логариф-
мированные по основанию 2 шкалы fragments per
kilobase of transcript per million mapped reads (FPKM)
и reads per million mapped reads (RPM) для мРНК
и микроРНК секвенирований соответственно.
Анализ дифференциальной экспрессии мРНК и
микроРНК проводили с помощью DESeq2 вер-
сии 1.28.1. Значимыми считали изменения экс-
прессии с кратностью изменения не менее 1.5 и
False Discovery Rate (FDR) <0.05 (для расчетов
FDR использовали процедуру Бенджамини-Хох-
берга).

Валидацию изменений экспрессии ключевых
мРНК проводили с помощью полимеразной цеп-
ной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) с об-
ратной транскрипцией аналогично исследова-
нию [13]. Последовательности использованных
праймеров приведены в табл. 1. Анализ диффе-
ренциальной экспрессии по данным ПЦР-РВ
проводили с помощью метода ΔΔCt и t-критерия
Стьюдента, в качестве референсного гена исполь-
зовали ACTB.

Гены, вовлеченные в процессы эндоцитоза и
трансцитоза, выделяли из базы данных Gene On-
tology (GO). Анализ обогащения по функцио-
нальной принадлежности проводили с помощью
веб-сервиса DAVID версии 2021 г., используя базу
данных биологических путей Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG). Мишени мик-
роРНК предсказывали с помощью веб-портала
miRDB версии 6.0.

В результате сравнения профилей экспрессии
мРНК между образцами с индуцированной гипо-
ксией и контрольными клетками было найдено
6309 дифференциально экспрессированных ге-
нов. Анализ обогащения дифференциально экс-
прессированных генов по функциональной при-
надлежности выявил отчетливую активацию сиг-
нального пути HIF1A (KEGG hsa04066, FDR
<0.05) и анаэробного гликолиза (KEGG hsa00010,
FDR <0.05), что является свидетельством индук-
ции гипоксического ответа при обработке клеток

Таблица 1. Использованные для ПЦР-РВ праймеры и их эффективность

Ген Прямой праймер Обратный праймер Эффективность

ACE2 AGAGAAGTGGAGGTGGATGGTCTTT GCGGGGTCACAGTATGTTTCATCA 2.10
TFRC GTCCAGACAATCTCCAGAGCTGC TCTGTTTTCCAGTCAGAGGGACAGT 1.97
LDLR CATTGTCCTCCCCATCGTGCTC AGCTGTAGCCGTCCTGGTTG 2.06
LRP1 GGCGTCACTTGCTTGGCGAA TGAATCGGTCCGAGGGGCAG 2.08
LRP4 GGGAGTGTGAGGAGGACGAGT TGGCACTGCTGAGGGACAGTTC 1.98
LRP5 TGCGATGACCAGAGCGACGA GCAGGCAGATGGCGTCACAG 1.97
ACTB CTGGAACGGTGAAGGTGACA AAGGGACTTCCTGTAACAACGCA 2.03
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Caco-2 оксихинолином. Тот же анализ не выявил
активацию путей, связанных с возможной ток-
сичностью воздействия на клетки (в частности,
апоптоз и репарация ДНК). Наблюдалось дву-
кратное увеличение экспрессии гена ACE2 (FDR
<0.05), кодирующего основной рецептор для ви-
руса SARS-CoV-2 (рис. 1). Помимо каноническо-
го рецептора было отмечено двукратное увеличе-
ние экспрессии мРНК рецептора трансферрина 1
TFRC, также способного к связыванию S-белка
SARS-CoV-2 с последующим эндоцитозом вирус-
ной частицы [14].

При анализе дифференциально экспрессиро-
ванных генов, кодирующих белки, вовлеченные в
эндоцитоз и трансцитоз, было отмечено стати-
стически значимое повышение уровня экспрес-
сии генов семейства рецепторов липопротеинов
низкой плотности (LDL), включая LDLR (крат-
ность изменения 3.0), LRP1 (кратность измене-
ния 1.6), LRP4 (кратность изменения 3.7), LRP5
(кратность изменения 1.5), см. рис. 1. Одной из
хорошо изученных функций данных рецепторов

является трансцитоз LDL через различные барье-
ры [15, 16]. Ранее было показано, что повышен-
ная экспрессия рецептора LDLR является факто-
ром тяжелого течения у пациентов с COVID-19
[17, 18]. Изменение экспрессии генов ACE2,
TFRC, LDLR, LRP1, LRP4, LRP5 было подтвер-
ждено с помощью ПЦР-РВ: статистически зна-
чимый рост уровней экспрессии (p <0.05) наблю-
дался для всех генов, кратности изменения экс-
прессии, согласно ПЦР-РВ, были в 1–1.7 раза
выше, чем по данным секвенирования РНК.

Для поиска возможных причин изменения
экспрессии генов при гипоксическом ответе был
проведен анализ дифференциально экспрессиро-
ванных микроРНК, уровни экспрессии которых
оценивали с помощью секвенирования. Двумя
высокоэкспрессированными микроРНК со зна-
чимым (FDR <0.05) различием экспрессии в об-
работанных оксихинолином и контрольных клет-
ках были hsa-miR-210-3p и hsa-miR-148a-3p. Экс-
прессия hsa-miR-210-3p возросла в 1.7 раза при
воздействии оксихинолином, что является еще
одним свидетельством успешной индукции гипо-
ксического ответа – повышенная экспрессия hsa-
miR-210-3p является общепринятым маркером
клеточного ответа на гипоксию [19].

Следующая микроРНК, hsa-miR-148a-3p, яв-
лялась четвертой по абсолютному уровню экс-
прессии среди всех микроРНК контрольных кле-
ток Caco-2, занимая 7% от всех прочтений секве-
нирования. Снижение уровня экспрессии
микроРНК hsa-miR-148a-3p в полтора раза при
воздействии оксихинолином являлось возмож-
ной причиной роста экспрессии гена LDLR. А
именно, 3′-нетранслируемая область мРНК LDLR
содержала два сайта связывания seed регионов
микроРНК hsa-miR-148a-3p типов 7mer-m8
(комплементарность нуклеотидов 2–8 с 5'-конца
микроРНК) и 8mer (7mer-m8, а также напротив
1-го нуклеотида с 5'-конца микроРНК располо-
жен аденин), см. рис. 2. Взаимодействие hsa-miR-
148a-3p и LDLR  было ранее подтверждено с по-
мощью люциферазных репортерных конструк-
ций [20].

Таким образом, было показано, что при моде-
лировании гипоксии производного оксихиноли-

Рис. 1. Кратность изменения экспрессии генов ACE2,
TFRC, LDLR, LRP1, LRP4, LRP5 при гипоксическом
ответе в клетках Caco-2. Высота вертикальных отрез-
ков обозначает стандартное отклонение, рассчитан-
ное по трем экспериментальным и трем контрольным
образцам с помощью DESeq2 (FDR <0.05 для всех ге-
нов).
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Рис. 2. Сайты связывания hsa-miR-148a-3p в 3'-нетранслируемой области мРНК LDLR. Жирным шрифтом выделены
расширенные seed регионы микроРНК и соответствующие им участки мРНК-мишени.
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на в клетках Caco-2 повышается экспрессия ге-
нов ACE2 и TFRC, кодирующих рецепторы, спо-
собные к связыванию с S-белком вируса SARS-
CoV-2, а также повышение уровня экспрессии ге-
нов семейства рецепторов LDL, вовлеченных в
механизмы эндоцитоза и трансцитоза. Одной из
причин роста экспрессии гена LDLR могло слу-
жить снижение уровня экспрессии микроРНК
hsa-miR-148a-3p, способной напрямую связы-
ваться с мРНК LDLR. Следовательно, гипоксия
кишечника может являться неблагоприятным
фактором при COVID-19.
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INDUCTION OF HYPOXIC RESPONSE IN Caco-2 CELLS 
PROMOTE THE EXPRESSION OF GENES INVOLVED IN SARS-CoV-2 
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In the present manuscript we analyzed the influence of hypoxic response in Caco-2 cells on the expression
of genes and miRNAs involved in the mechanisms of intracellular transport of SARS-CoV-2 viral particles,
especially endocytosis and transcytosis. With the use of RNA sequencing of Caco-2 cells treated by hypoxia-
inducing oxyquinoline derivative, we showed two-fold increase in the expression of the main SARS-CoV-2
receptor ACE2. Expression of the non-canonical receptor TFRC was also elevated. We also observed a sig-
nificant increase in the expression levels of genes from the low-density lipoprotein (LDL) receptor family,
which play a crucial role in the transcytosis: LDLR, LRP1, LRP4 и LRP5. Upregulation of LDLR was cou-
pled with the downregulation of hsa-miR-148a-3p, which can directly bind to LDLR mRNA. Thus, the hy-
poxic response in Caco-2 cells includes upregulation of genes involved in the mechanisms of endocytosis and
transcytosis of SARS-CoV-2 viral particles.

Keywords: Caco-2, intestine, hypoxia, oxyquinoline, SARS-CoV-2, ACE2, LDL, transcriptome, miRNA
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