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Обоснование. Появление в конце 2020 г. новых вариантов вируса SARS-CoV-2, ставших источником повы-
шенного риска для глобального общественного здравоохранения, стимулировало исследования их молекулярно-
биологических особенностей и патогенного действия. Известно, что одна из причин патогенного действия ви-
русов — их взаимодействие с защитными механизмами клетки: Ire1 (inositol-requiring enzyme 1)-опосредованный 
сплайсинг мРНК Xbp1 (X-box binding protein 1) — защитный механизм, активирующийся в ответ на накопление 
неправильно свернутых белков в клетке, в ситуации, возникающей из-за неконтролируемого синтеза вирусных 
белков при инфекции. Изучение взаимодействия различных вариантов вируса SARS-CoV-2 с этим защитным 
механизмом поможет пролить свет на различные аспекты патогенеза новой коронавирусной инфекции.

Цель  — изучить активацию и модуляцию Ire1-Xbp1 защитного механизма в клетках Vero, инфицированных 
различными вариантами вируса SARS-CoV-2. 

Материалы и методы. Активацию Ire1 в зараженных различными вариантами вируса SARS-CoV-2 клетках 
Vero исследовали с помощью вестерн-блота и антител к фосфорилированной и нативной форме этого белка. 
Активацию сплайсинга мРНК Xbp1 в условиях инфекции различными вариантами вируса SARS-CoV-2 анали-
зировали в реакции полимеразной цепной реакции со специфическими праймерами. 

Результаты. В клетках Vero при инфицировании вирусом SARS-CoV-2 репродукция штамма B.1.1.529 
(Omicron) происходит медленнее (48 ч), чем у штаммов B.1.1.7 (Alpha), B.1.617.2 (Delta). 

При инфицировании клеток Vero вариантами вируса SARS-CoV-2 активируется Ire1-зависимый защитный 
механизм. В частности, было показано, что через 12 ч после инфекции Ire1 фосфорилируется. Несмотря на 
активацию Ire1, сплайсинга мРНК Xbp1 в зараженных SARS-CoV-2 клетках нет. Ингибирование сплайсинга 
мРНК Xbp1 происходит медленнее в клетках Vero, зараженных вариантом B.1.1.529 Omicron. 

Выводы. Описано размножение различных вариантов вируса SARS-CoV-2 в культуре клеток Vero и активация 
Ire1-Xbp1 защитного механизма при инфекции. При SARS-CoV-2 инфекции Ire1 эндонуклеаза фосфорилиру-
ется, однако сплайсинг мРНК транскрипционного фактора Xbp1 нарушен. Снижение скорости ингибирования 
Ire1-Xbp1 защитного механизма у варианта Omicron (B.1.1.529) вируса SARS-CoV-2 по сравнению с вариантами 
B.1.1.7 (Alpha) и B.1.617.2 (Delta) может быть причиной его меньшей патогенности, описанной в различных 
исследованиях.
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BACKGROUND: The emergence of new variants of the SARS-CoV-2 virus at the end of 2020, which became a source 
of increased risk for global public health, prompted the study of their molecular biological characteristics and patho-
genic effects. It is known that one of the reasons for the viruses’ pathogenic action is their interaction with the defense 
mechanisms of the cell. Ire1 (inositol-requiring enzyme 1)-mediated splicing of Xbp1 mRNA (X-box binding protein 1) 
is a protective mechanism that is activated in response to the accumulation of misfolded proteins in the cell, a situation 
that occurs due to uncontrolled synthesis of viral proteins during infection. Studying the interaction of different variants 
of the SARS-CoV-2 virus with this protective mechanism will help to shed light on various aspects of the pathogenesis 
of a new coronavirus infection.

AIM: Study of Ire1-Xbp1 defense mechanism activation and modulation in SARS-CoV-2 infected Vero cells.
MATERIALS AND METHODS: We studied the activation of the Ire1 enzyme in Vero cells infected with various 

variants of the SARS-CoV-2 virus using immunoblotting and antibodies to various forms of this protein in the cell. 
In  addition, we studied the activation of Xbp1 mRNA splicing under conditions of infection with various variants of the 
SARS-CoV-2 virus in a PCR reaction with specific primers.

RESULTS: Reproduction of B.1.1.529 (Omicron) strain in Vero cells is slower than B.1.1.7 (Alpha) and B.1.617.2 
(Delta) strains of SARS-CoV-2. The whole reproduction cycle is 48 hours.

Ire1-dependent defense mechanism is activated after 12 hours of SARS-CoV-2 infection with either of three variants. 
However, despite the activation of the Ire1 endonuclease domain, there is no Xbp1 mRNA splicing in SARS-CoV-2 
infected cells. Inhibition of Xbp1 mRNA splicing occurs slower in Vero cells infected with the B.1.1.529  — Omicron 
variant.

CONCLUSIONS: The paper describes the reproduction of various variants of the SARS-CoV-2 virus in Vero cell 
culture and the activation of the Ire1-Xbp1 defense mechanism during infection. The Ire1 endonuclease is phosphory-
lated, however, mRNA splicing of the Xbp1 transcription factor is impaired in SARS-CoV-2 infected cells. A decrease 
in the rate of inhibition of this protective mechanism in Vero cells infected with the Omicron (B.1.1.529) variant of the 
SARS-CoV-2 virus may be the reason for its lower pathogenicity described in various studies.

Keywords: SARS-CoV-2; endoplasmic reticulum stress; Ire1; Xbp1.

Обоснование

Все вирусы, включая вирус SARS-CoV-2, воз-
будитель COVID-19, со временем накапливают 
замены в геноме. Некоторые изменения могут 
затрагивать и свойства вируса, например его 
способность к распространению, и приводят 
к появлению новых вариантов. 

Появление в конце 2020 г. новых вариан-
тов вируса, ставших источником повышенного 
риска для глобального общественного здраво-
охранения, стимулировало изучение их молеку-
лярно-биологических особенностей и патоген-
ного действия. Известно, что одна из причин 
патогенного действия вирусов  — их взаимодей-
ствие с защитными механизмами клетки. Один 
из них направлен против накопления неправиль-
но свернутых белков в стрессе эндоплазматиче-
ского ретикулума (ЭПР) [1].

С биохимической точки зрения этот меха-
низм представлен триадой трансмембранных 
стресс-сенсоров, параллельно запускающими 
уникальные сигнальные пути: PERK (PKR-like 
endoplasmic reticilum kinase); ATF6 (activated 
transcription factor 6); Ire1 (inositol-requiring 
enzyme 1), каждый из которых имеет регуля-
торный и люменальный домен [2]. Третий, 
Ire1-зависимый, путь  — самый консерватив-
ный, направлен против накопления неправильно 
свернутых белков в ЭПР [3].

Запуск ЭПР-стресса приводит к олигоме-
ризации и трансавтофосфорилированию Ire1, 
что, в свою очередь, обусловливает активацию 
рибонуклеазного домена [4, 5]. 

Активированная сайт-специфичная эндорибо-
нуклеаза Ire1 вырезает 26-нуклеотидный интрон 
из мРНК Xbp1 (X-box binding protein 1) [6, 7], 
который в свою очередь регулирует экспрессию 
генов, связанных с ЭПР-ассоциированной де-
градацией, гликозилированием и синтезом ша-
перонов [8].

В работе описано размножение различных ва-
риантов вируса SARS-CoV-2 в культуре клеток 
Vero. Исследуется их взаимодействие с Ire1-Xbp1 
защитным механизмом. 

Материалы и методы 

Заражение клеток Vero вирусом  
SARS-CoV-2

Клетки Vero выращивали на среде ДМЕМ 
(Федеральный научный центр исследований 
и разработки иммунобиологических препаратов 
им. М.П. Чумакова РАН) с 5 % эмбриональ-
ной сывороткой (FBS, Gibco) и антибиотиками 
стрептомицином (0,1 мг/мл) и пенициллином 
(100 Ед/мл). 

Заражение проводили в условиях BSL-3. 
Поддерживающую среду меняли на бессыво-
роточную и добавляли 10 ИД (инфекцион-
ных доз) на клетку. Инокулят вируса инку-
бировали 2 ч при комнатной температуре 
при постоянной агитации. Затем клетки отмы-
вали от вируса и добавляли поддерживающую 
среду. В работе  исследовали три варианта ви-
руса SARS-CoV-2: B.1.1.7 (Alpha), B.1.617.2 
(Delta), B.1.1.529 (Omicron).
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Вирусы
Варианты вируса SARS-CoV-2: B.1.1.7 (Alpha), 

B.1.617.2 (Delta), B.1.1.529 (Omicron) получа-
ли из образцов мазков носоглотки пациентов 
с COVID-19. Вирусы пассировали в культуре 
клеток Vero. Принадлежность каждому из вари-
антов подтверждали секвенированием: Alpha  — 
Pango lineage B.1.1, GISAID EPI_ISL_428852, 
Delta  — GISAID EPI_ISL_8799478, Omicron  — 
GISAID EPI_ISL_9613539.

Вестерн-блот 
Лизаты зараженных клеток получали до-

бавлением к монослою культуры Vero двукрат-
ного буфера [20 % глицерина, 100 мМ Tris-HCl 
(pH = 6,8), 200 мМ β-меркаптоэтанола, 2 % SDS, 
бромфеноловый синий]. Готовые пробы подвер-
гали электрофорезу по методу Лэммли согласно 
ОФС.1.2.3.0023.15. Разделенные в 12 %  поли-
акриламидном геле белки переносили на ни-
троцеллюлозную мембрану (BioRad, США). 
Свободные сайты на мембране блокировали в бу-
фере с 5 % сухим обезжиренным молоком [50 мМ 
Tris-HCl (pH 7,6), 150 мМ NaCl, 0,05 % Tween 20] 
в течение 1 ч. Затем в буфер для блокировки до-
бавляли специфичные антитела к клеточным 
белкам Ire1 (Abcam 37073, 1 : 1000), его фосфо-
рилированной форме Ire1P (S724, Abcam 12945, 
1 : 1000) и бета-актину (Sigma, A3854, 1 : 25 000). 
После инкубации с первичными антителами 
мембрану промывали 3 раза по 5 мин в буфере 
для блокировки без молока и помещали на 1 ч 
в раствор вторичных антител (anti-Rabbit IgG, 
Promega, CША) в буфере для блокировки, в раз-
ведении 1 : 2500. Затем мембрану снова промы-
вали  3  раза по 5 мин в буфере для блокировки 
без молока и визуализировали с помощью набора 
реактивов ECL-Plus (Cytiva) согласно рекомен-
дациям производителя. Хемилюминесцентное 
излучение регистрировали экспонированием на 
рентгеновскую пленку согласно стандартному 
протоколу.

Выделение тотальной РНК из эукариотических 
клеток

Тотальную РНК выделяли при помощи реа-
гента «Тризол» (Trizol Reagent, Gibco BRL) со-
гласно инструкции производителя. Клетки лизи-
ровали в 500 мкл «Тризола». К пробам добавляли 
100 мкл хлороформа, перемешивали на вортек-
се в течение 15 с и снова инкубировали 5 мин. 
Фазы разделяли центрифугированием (10 мин, 
12 000  об/мин). Отбирали верхнюю фракцию, 
содержащую РНК, добавляли равный объем 
изопропанола и инкубировали 10  мин при ком-
натной температуре. РНК осаждали центрифу-
гированием (10 мин, 12000 об/мин), промы-
вали 80 % этанолом, высушивали в вакуумном 

эксикаторе. Осадок растворяли в воде (Milli-Q). 
По окончании работы измеряли концентрацию 
РНК на спектрофотометре, после чего разво-
дили пробы водой (Milli-Q) до концентрации 
100 нг/мкл.

Обратная транскрипция
Для проведения обратной транскрипции 

на матрице РНК, выделенной из инфициро-
ванных клеток, к 3 мкл водного раствора РНК 
(100 нг/мкл из пробы) добавляли 1 мкл рандо-
мизированных праймеров (300 нг/мкл), 1 мкл 
dNTP (25 мМ), после чего водой (Milli-Q) дово-
дили объем смеси до 13 мкл. Пробы инкубирова-
ли при 65 °C в течение 5 мин. Затем переносили 
на ледяную баню на 1–2 мин, тем самым обес-
печивая неспецифичность посадки праймеров. 
Затем к смеси добавляли 4 мкл пятикратного 
буфера First-Strand (250 мМ Tris-HCl (pH = 8,3), 
375 мМ KCl, 15 мМ MgCl₂, Invitrogen), 2 мкл 
дитиотреитола (0,1  M) и 1 мкл обратной транс-
криптазы M-MLV (Invitrogen). Конечный объем 
смеси составлял 20 мкл. Пробы инкубировали 
10 мин при 25 °C. Реакцию обратной транскрип-
ции проводили 40 мин при 42 °C, затем обрат-
ную транскриптазу инактивировали нагреванием 
в течение 5 мин при 80 °C.

Полимеразная цепная реакция 
со  специфическими праймерами 
на  последовательность кДНК Xbp1

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) прово-
дилась на амплификаторе BioRad с применением 
коммерческих реагентов для ПЦР (Screen-Mix, 
Евроген, Россия) по протоколу производителя. 
В качестве праймеров использовали олигонуклео-
тиды:

XBP1R: 5ʹ-CCTTGTAGTTGAGAACCAGG-3ʹ 

XBP1L: 5ʹ-GGGGCTTGGTATATATGTGG-3ʹ 

Результаты

Репродукция вариантов вируса SARS-CoV-2 
в  клетках Vero

Цитопатическое действие вариантов вируса 
SARS-CoV-2: B.1.1.7 (Alpha), B.1.617.2 (Delta), 
B.1.1.529 (Omicron) изучали на культуре клеток 
Vero после заражения инфицирующей дозой 
10 ИД/клетку. Размножение вариантов Alpha 
и Delta приводило к поражающему действию 
на культуре к 36 ч после инфекции. Монослой 
Vero, зараженный вариантом Omicron, к 36 ч 
после инфекции практически еще не был пора-
жен цитопатическим действием. Следовательно, 
цикл репродукции варианта Omicron был 
значительно длиннее (48 ч) на клетках Vero 
(рис.  1). 
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Активация (фосфорилирование) 
Ire1 эндонуклеазы в клетках Vero, 
зараженных  вирусом SARS-CoV-2

Для того чтобы выяснить, активирует ли коро-
навирусная инфекция Ire1-зависимый защитный 
механизм, проследили за накоплением фосфо-

рилированной изоформы белка Ire1 в инфи-
цированных клетках, через 12  и 24 ч после за-
ражения. Результаты приведены на рис. 2.

Очевидно, что накопление фосфорилирован-
ной изоформы Ire1 происходит уже через 12 ч 
после начала инфекции. Эти результаты показы-
вают, что при инфекции всеми тремя вариантами 
вируса SARS-CoV-2 активируется Ire1-зависимый 
защитный механизм, что должно приводить 
к активации эндонуклеазы Ire1 и, как следствие, 
к неканоническому сплайсингу мРНК Xbp1.

Протеолитическое расщепление Ire1 
в  клетках  Vero, зараженных Alpha и Delta 
вариантами вируса SARS-CoV-2

Тотальный уровень белка Ire1 оценивали 
с помощью вестерн-блота в белковых лизатах за-
раженных клеток. Для этого использовали поли-
клональные антитела против Ire1 (Abcam 37073). 
Результаты приведены на рис. 3.

Помимо полосы, соответствующей полнораз-
мерной форме Ire1 — 100 кДа, на геле видны по-
лосы, соответствующие димеру Ire1 (~200 кДа), 
а также продукт длиной ~50 кДа (обозначен 
стрелкой) в пробах белковых лизатов, собранных 
через 24 ч после заражения вариантами Alpha 
и Delta вируса SARS-CoV-2. Предположительно, 
причиной может быть гидролиз белка Ire1. В ли-
затах клеток, зараженных вариантом Omicron, 
через 24 ч после заражения такого продукта нет. 

Неканонический сплайсинг мРНК Xbp1 
в  клетках Vero, зараженных вариантами 
вируса  SARS-CoV-2

Чтобы определить, активирует ли коронавирус-
ная инфекция Ire1-зависимый сплайсинг мРНК 
Xbp1, клетки Vero заражали вирусом SARS-CoV-2 
с множественностью заражения 10 ИД на клетку 
и выделяли тотальную РНК через 12, 24 и 36 ч по-
сле инфекции. РНК клеток Vero, обработанных 
DТТ (10 мМ), использовали как положительный 
контроль. После этого получали кДНК с по-
мощью рандомизированных праймеров. кДНК 

Рис. 1. Цитопатическое действие вариантов вируса SARS-CoV-2 в клетках Vero 
через 36 ч после инфекции
Fig. 1. SARS-CoV-2 cytopathic action on Vero cells, 36 hours post infection

B.1.1.7 (Alpha) B.1.617.2 (Delta) B.1.1.529 (Omicron)

Рис. 2. Накопление фосфорилированной изоформы бел-
ка Ire1 в клетках Vero, инфицированных тремя вариан-
тами вируса SARS-CoV-2
Fig. 2. Phospho-Ire1 accumulation in SARS-CoV-2 infected 
Vero cells, B.1.1.7 (Alpha), B.1.617.2 (Delta), B.1.1.529 
(Omicron) variants

Anti beta-actin

Anti IrelP

B.1.1.7  
(Alpha)

12  24 ч / h 12  24  ч / h 12  24  ч / h

B.1.617.2  
(Delta)

B.1.1.529  
(Omicron)

mock

130

100

43

кДа / kDa

Рис. 3. Тотальный уровень белка Ire1 в клетках Vero, 
инфи цированных вирусом SARS-CoV-2: B.1.1.7  (Alpha), 
B.1.617.2 (Delta), B.1.1.529 (Omicron)
Fig. 3. Ire1 level in SARS-CoV-2 infected Vero cells: B.1.1.7 
(Alpha), B.1.617.2 (Delta), B.1.1.529 (Omicron) variants
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амплифицировали с помощью специфических 
праймеров на последовательность Xbp1, полу-
ченные продукты анализировали на 2 %  агароз-
ном геле. Результат приведен на рис. 4. 

Согласно рис. 4, сплайсированная форма 
мРНК Xbp1 отсутствует в клетках Vero, инфици-
рованных вирусом SARS-CoV-2 (B.1.1.7 — Alpha, 
B.1.1.529  — Omicron). Однако при индукции 
DTT (10 мМ) в клетках обнаружены две формы 
мРНК Xbp1: сплайсированная и несплайсиро-
ванная. Количество несплайсированной формы 
мРНК Xbp1 в клетках Vero, зараженных вари-
антом Alpha вируса SARS-CoV-2, достигало по-
сле инфекции максимума через 12 ч и снижа-
лось через 36 ч до недетектируемых количеств. 
В клетках Vero, зараженных вариантом Omicron, 
количество несплайсированной формы мРНК 
Xbp1 достигало максимума через 24 ч после ин-
фекции и так же, как и у варианта Alpha, снижа-
лось через 36 ч. Сплайсированной формы мРНК 
Xbp1 не было ни в одной зараженной пробе.

Обсуждение результатов

Взаимодействие вирусов с защитными меха-
низмами клетки  — одна из причин их патоген-
ного действия. В работе описывается активация 
вирусом SARS-CoV-2 такого защитного меха-
низма, направленного на снижение накопления 
неправильно свернутых белков. В частности, 
показано, что инфекция различными вариан-
тами вируса SARS-CoV-2 приводит к фосфори-
лированию эндонуклеазы Ire1, а следовательно, 
и активации Ire1-опосредованного пути. Однако 
на поздних часах инфекции (36 ч) для вариан-
тов Alpha и Delta наблюдали протеолитическое 
расщепление Ire1, не характерное для варианта 
Omicron. 

Несмотря на активацию Ire1, в зараженных 
клетках не наблюдали активацию сплайсинга 
Xbp1, более того, количество несплайсирован-
ной формы Xbp1 снижалось на поздних часах 
инфекции. 

Для разных групп вирусов было показано 
различное их действие на клеточный защит-
ный механизм, регулируемый эндонуклеазой 
Ire1. Например, заражение энтеровирусом 71 

приводит к фосфорилированию Ire1 на поздних 
стадиях инфекции. Экспрессия мРНК Xbp1 ин-
дуцируется в инфицированных клетках, однако 
ни Ire1-опосредованный сплайсинг Xbp1, ни его 
активный белок сплайсинга в инфицированных 
клетках не обнаружены. Инфицирование виру-
сом Коксаки В3 вызывает стресс эндоплазмати-
ческого ретикулума [9]. При заражении CVB3 
ATF6a и XBP1 активировались посредством 
расщепления белка и сплайсинга мРНК соот-
ветственно, но все эти изменения происходили 
на поздних стадиях инфекции (через 12 ч после 
заражения) [10]. Механизм этого взаимодействия 
плохо описан. В нашей работе мы показали, 
что помимо фосфорилирования Ire1 в клетке, 
при инфекции вариантами Alpha (B.1.1.7) и Delta 
(B.1.617.2) через 24 ч после инфекции проис-
ходит его гидролиз. Это может быть причиной 
ингибирования сплайсинга мРНК Xbp1 в SARS-
CoV-2-инфицированных клетках.

Ранее было показано на животной моде-
ли (сирийские хомяки), что вариант B.1.1.529 
(Omiсron) вируса SARS-CoV-2 менее патоген-
ный для легких, чем варианты B.1.1.7 (Alpha) 
и B.1.617.2 (Delta) [11]. Одним из механизмов 
такого снижения патогенного действия может 
быть взаимодействие вируса с Ire1-Xbp1 защит-
ным механизмом. Мы показали, что инакти-
вация сплайсинга Xbp1 в клетках, зараженных 
вариантом Omicron развивается дольше, чем 
в клетках, зараженных вариантом Alpha SARS-
CoV-2 (рис. 4). Следовательно, активация экс-
прессии генов, зависимых от транскрипционно-
го фактора Xbp1, также замедлена. Это может 
привести к снижению патогенного действия 
вируса SARS-CoV-2 (вариант Omicron). Однако 
эту гипотезу еще предстоит подтвердить в по-
следующих экспериментах.

Выводы

• В клетках Vero при инфицировании вирусом 
SARS-CoV-2 репродукция штамма B.1.1.529 
(Omicron) происходит медленнее (48 ч), чем 
у штаммов B.1.1.7 (Alpha) и B.1.617.2 (Delta). 

• При инфицировании клеток Vero вариантами 
вируса SARS-CoV-2 через 12 ч после инфекции 

Рис. 4. Сплайсинг Xbp1 в клетках Vero, зараженных вирусом SARS-CoV-2 (вари-
анты Alpha и Omicron)
Fig. 4. Xbp1 splicing in SARS-CoV-2 infected cells (Alpha and Omicron variants)
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фосфорилируется эндонуклеаза Ire1, что го-
ворит об активации Ire1-зависимого защит-
ного механизма. 

• Несмотря на активацию Ire1, сплайсинга 
мРНК Xbp1 в зараженных SARS-CoV-2 клет-
ках нет. 

• Ингибирование сплайсинга мРНК Xbp1 про-
исходит медленнее в клетках Vero, заражен-
ных вариантом B.1.1.529 (Omicron). 

• Снижение скорости ингибирования Ire1-Xbp1 
защитного механизма у варианта Omicron 
(B.1.1.529) вируса SARS-CoV-2 по сравнению 
с вариантами B.1.1.7 (Alpha) и B.1.617.2 (Delta) 
может быть причиной его меньшей патоген-
ности, описанной в различных исследова-
ниях.

Дополнительная информация
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