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Абстрактный
Заявление о доступности данных: Все соответствующие 

данные находятся в рукописи и ее Вспомогательная 

информация файлы.

Коронавирус SARS-CoV-2 привел к пандемии, затронувшей миллионы людей. Настоящее исследование 

показывает, что факторы риска тяжелого течения заболевания COVID-19, то есть мужской пол, пожилой 

возраст и малоподвижный образ жизни, связаны с более высокими уровнями простагландина E2 (PGE2) в 

сыворотке крови здоровых субъектов. У пациентов с COVID-19 уровень PGE2 в крови заметно повышен и 

положительно коррелирует с тяжестью заболевания. SARS-CoV-2 индуцирует образование и секрецию 

PGE2 в инфицированных эпителиальных клетках легких за счет активации циклооксигеназы (COX) -2 и 

снижения фермента, разрушающего PG, 15-гидроксипростагландиндегидрогеназы. Также живые 

человеческие срезы легких (PCLS), инфицированные SARSCoV-2, демонстрируют повышенную регуляцию 

COX-2. Регулярные упражнения у пожилых людей снижают PGE2
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уровни в сыворотке крови, что приводит к повышенной экспрессии Paired-Box-Protein-Pax-5 (PAX5), главного 

регулятора выживания, пролиферации и дифференцировки B-клеток, в том числе в отношении долгоживущих B-

клеток памяти, в пре-B-клеточных линиях человека . Более того, уровни PGE2 в сыворотке пациентов с COVID-19 

снижают экспрессию PAX5 в линиях пре-B-клеток человека. Ингибитор PGE2 Таксифолин снижает продукцию PGE2, 

вызванную SARS-CoV-2. В заключение, SARS-CoV-2, мужской пол, пожилой возраст и малоподвижный образ жизни 

повышают уровни PGE2, что может снизить раннюю противовирусную защиту, а также развитие иммунитета, 

способствующее развитию тяжелых заболеваний и множественных инфекций. Регулярные физические 

упражнения и лечение таксифолином могут снизить эти риски и предотвратить развитие тяжелых заболеваний.

Вступление
Штамм коронавируса 2019 г. (тяжелый острый респираторный синдром коронавирус-2 SARS-CoV-
2) вызвала пандемию COVID-19, поразившую миллионы людей во всем мире. Пациенты с тяжелым течением 

заболевания часто поступают с тяжелым острым респираторным синдромом, который может прогрессировать до 

пневмонии, острого респираторного дистресс-синдрома и шока [1-3]. Системное воспаление, острое сердечное 

повреждение, сердечная недостаточность и гиперкоагуляция являются критическими осложнениями болезни 

COVID-19 [1, 4-9]. Идентифицированные типы клеток, инфицированные SARS-CoV-2, включают эпителиальные 

клетки легких, почечные клетки, кардиомиоциты, эндотелиальные клетки и перициты [10-12].

Было обнаружено, что повышенный риск инфекций и тяжелых заболеваний связан с пожилым 
возрастом, мужским полом, сопутствующими сердечно-сосудистыми заболеваниями и 
загрязнением воздуха [7, 13-15]. Иммунотромбоз объединяет врожденный иммунитет, активацию 
тромбоцитов и факторы свертывания крови для борьбы с вторгающимися патогенами и 
одновременно способствует повреждению тканей, связанных с воспалением; в контексте 
заболевания COVID-19 это может объяснить системную гиперкоагуляцию, часто наблюдаемую у 
пациентов с COVID-19 [8]. Сообщалось о дальнейших изменениях в иммунной системе с частично 
противоположными механизмами при остром и хроническом заболевании COVID-19. С одной 
стороны, инфекция COVID-19, по-видимому, связана с повышенной регуляцией и активацией 
нейтрофилов, в то время как лимфоциты уменьшаются [16]. Уменьшение популяции лимфоцитов 
коррелирует с более тяжелым поражением органов и более высокой смертностью у 
госпитализированных пациентов с COVID-19 [16]. В связи с этим, истощение Т-лимфоцитов [3, 17[3, 
18, 19]. С другой стороны, все больше клинических данных свидетельствует о том, что цитокиновый 
шторм связан с серьезностью COVID-19, а также является важной причиной смерти от COVID-19 [20-
22]. Среди потенциальных механизмов SARS-CoV-2 индуцировал образование аутоантител, 
повреждение тканей и органов, а также вторичную инфекцию бактериями и грибами [23, 24].

Простагландин (PG) E2, метаболит арахидоновой кислоты, является хорошо известным модулятором вирусной 

инфекции [25]. Как таковой, PGE2 подавляет адаптивную и врожденную иммунную систему и способствует 

инфицированию, например, вирусом гриппа A (IAV) [26 год, 27]. Более того, повышенные уровни циркулирующего 

PGE2 были связаны со снижением иммунитета в ответ на вакцинацию против IAV [26 год,

27]. Интересно, что инфекция IAV также способствует выработке PGE2 [28 год]. Циклооксигеназа2 (ЦОГ-2) 

является ферментом, ограничивающим скорость образования PGE2, и гидроксипростагландин 

дегидрогеназа 15- (НАД) (HPGD) является ферментом, ответственным за деградацию PGE2 [29]. Эти 

результаты, подтвержденные недавним обзором литературы [30] естественно предположил связь между 

метаболизмом арахидоновой кислоты и PGE2 при болезни COVID-19.

Мы предположили, что PGE2 модулирует иммунный ответ у людей, подверженных риску тяжелого заболевания 

COVID-19. Чтобы проверить это, мы сначала измерили уровень PGE2 в сыворотке крови при COVID-19.

Конкурирующие интересы: Авторы заявили, что не 

существует никаких конкурирующих интересов.
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пациенты с разной степенью тяжести заболевания, а также у субъектов с предполагаемыми факторами риска 

(возраст, пол, физическая подготовка) тяжелого течения заболевания. Чтобы проанализировать прямое влияние 

SARSCoV-2 на продукцию PGE2, мы инфицировали эпителиальные клетки легких человека и прецизионные срезы 

легких человека (PCLS) SARS-CoV-2. Кроме того, мы дополнительно проанализировали механизмы модуляции 

иммунной защиты PGE2, например, посредством созревания B-клеток и образования клеток памяти, и 

коррелировали тяжесть заболевания с содержанием B-клеток в легких в образцах пациентов. Мы дополнительно 

протестировали стратегии по снижению выработки PGE2 или влияния на вышеуказанные параметры в качестве 

профилактических или терапевтических средств против тяжелого COVID-19.

Материалы и методы
Если не указано иное, все химические вещества и реагенты были приобретены у Sigma-Aldrich.

Дизайн исследования

Исследование COVID-19. В этом исследовании 89 пациентов с диагнозом COVID-19, 41 имел легкие / 

умеренные симптомы и 48 были госпитализированы с тяжелым заболеванием. Образцы крови были 

также получены от мужчин (n = 18) и женщин (n = 28) (возраст 18–50 лет) от здорового населения, 

учрежденного Ганноверским объединенным биобанком (HUB).

На момент забора крови у 29 пациентов было известно, получили ли они кортикоиды или нет. Среди 

тех, n = 14 не получали кортикоиды, и n = 15 пациентов с COVID-19 с легким и тяжелым течением 

заболевания получали кортикоиды (дексаметазон n = 11 или Medrol n = 4). Информация об 

использовании НПВП или модификаторов лейкотриенов отсутствовала. Ни один из здоровых контролей 

не проходил лечение кортикоидами или нестероидными противовоспалительными препаратами (НПВП).

Местные комитеты по этике Медицинской школы Ганновера, Госпитальный комитет 

Калифорнийского университета в Лос-Анджелесе и Этический комитет НОО одобрили это исследование 

(IEO1271). Все пациенты и здоровые контрольные субъекты дали письменное информированное 

согласие. Исследование соответствует принципам, изложенным в Хельсинкской декларации.

Физическая оценка и программа упражнений у здоровых пожилых людей (когорта перерождения 

60plus, DRKS00013885).Все субъекты в когорте Rebirth 60plus (DRKS00013885) изначально были протестированы на 

максимальную выходную мощность на велоэргометре с градуированным тестом с физической нагрузкой (GXT). В 

зависимости от их активности, физического состояния и патологий каждому испытуемому была предложена 

программа аэробных упражнений. Раз в месяц с испытуемыми связывались по телефону, чтобы оценить прогресс в 

тренировках и при необходимости скорректировать программу упражнений. Все участники исследования Rebirth 

60plus были проинформированы о преимуществах и рисках, связанных со всеми процедурами исследования. Рост 

и вес измеряли с помощью весов (seca gmbh & co. Kg, Гамбург, Германия). Жир тела измеряли с помощью 

медицинского анализатора состава тела mBCA (seca gmbh & co. Kg, Гамбург, Германия). Физическая активность 

отслеживалась с помощью GPS-часов Forerunner 30 (Garmin Deutschland GmbH, Мюнхен, г. Германия) и 

ежедневный дневник, в котором дополнительно документировались все физические нагрузки. Все процедуры 

исследования были одобрены местным комитетом по этике Медицинской школы Ганновера (голосование № 7617), 

и все субъекты предоставили информированное письменное согласие до начала процедур исследования.

Забор крови и анализы крови

Образцы крови были собраны в S-Monovette.1 пробирки, содержащие этилендиаминтетрауксусную 

кислоту (ЭДТА, для плазмы) или активатор сгустка (для сыворотки) во время госпитализации или 

включения в исследование (исходный уровень, BL) и при последующих посещениях (FU) через 12 

месяцев для мужчин Rebirth 60Plus и женщины (возраст> 60 лет). Образцы крови были также взяты у 

молодых мужчин и женщин (возраст 18–50 лет) из здорового населения, установленного
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Ганноверский объединенный биобанк (HUB). Плазму или сыворотку отделяли центрифугированием при 1500 об / 

мин в течение 10 минут и аликвоты хранили при -80 ° C. Лабораторное обследование проводилось как часть 

рутинного анализа в больничных лабораториях на лейкоциты, нейтрофилы, лимфоциты, тромбоциты, СРБ и ЛДГ. 

Уровни PGE2 в сыворотке и плазме измеряли с использованием набора для ELISA простагландина E2 (abcam 

ab133021) в соответствии с протоколом производителя.

Заражение клеток Calu-3 при лечении SARS-CoV-2 и таксифолином

Клетки Calu-3 (любезно предоставленные профессором Пельманном, Немецкий центр приматов, Геттинген; ATCC 

Cat # HTB-55; RRID: CVCL_0609) поддерживали в модифицированной среде Eagle Дульбекко.

и клетки Vero (ATCC-CCL-81; лот 58484194) в Advanced MEM при 37 ° C и 5% CO.2. Обе среды были 
дополнены 10% эмбриональной бычьей сывороткой, 2 мМ глутамина, 0,1 мМ заменителя.
тиальные аминокислоты и 1% пенициллин / стрептомицин. Calu-3 клетки (4.5x105 клеток / лунку) высевали 

в покрытые коллагеном 24-луночные планшеты. Для инфекции SARS-CoV-2 (штамм SARS-CoV-2 / 

München-1.2 / 2020/984, p3) [31 год], любезно предоставленный Кристианом Дростеном (Шарите, Берлин) 

через Европейский вирусный архив - Global (EVAg). Изолят размножали и титровали в клетках Vero. Клетки 

Calu-3 предварительно обрабатывали 100 мкМ таксифолином или ДМСО (0,15%) в течение 24 часов. 

Заражение изолятом SARS-CoV-2 проводили при множественности инфицирования (MOI)

2.0x10-5 в течение 4 ч при 37 ° C в присутствии соединений. Вирус, инактивированный нагреванием (15 

мин, 70 ° C), служил отрицательным контролем. После заражения клетки дважды промывали PBS перед 

добавлением среды, содержащей соответствующее соединение. Через 48 ч после инфицирования 

супернатант культуры собирали и инактивировали нагреванием (15 мин, 70 ° C) до обнаружения PGE2. РНК 

выделяли из клеточных лизатов с использованием набора NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel) в соответствии 

с инструкциями производителя для анализа количества копий вирусного генома, COX-2, HPGD, PTGES2, 

PTGES3, TNFa и экспрессии IFNg.

Титрование вируса в клетках Vero E6 при инфицировании срезов легких SARS-CoV2

Vero E6 (ATCC CRL-1586) и клетки Vero (ATCC CCL-81) поддерживали в минимальной 
необходимой среде Игла (EMEM) (Lonza) с добавлением 25 мМ HEPES (Gibco),
1 × GlutaMAX (Gibco), 100 Ед / мл пенициллина и 100 мкг / мл стрептомицина. Изолят SARS-CoV2 (штамм 

SARS-CoV-2 / München-1.2 / 2020/984, p3) [31 год] был любезно предоставлен Кристианом Дростеном. Запасы 

семян SARS-CoV-2 получали путем инокуляции Vero E6 (ATCC CRL-1586) при MOI 0,001, сбора и 

аликвотирования культурального супернатанта через 72 часа после заражения (hpi), а затем хранения 

аликвот при -80 ° C. Рабочие запасы SARS-CoV-2 были получены путем дополнительного пассажа на клетках 

Vero (ATCC CCL-81) при MOI 0,001. Зубной налет и срединная культура ткани

инфекционная доза (TCID50) Были проведены анализы для титрования культивированного вируса после обоих пассажей с 

использованием клеток Vero. Эта ложа использовалась дляex vivo инфекции тканей человека.

Заражение прецизионных срезов легких человека (PCLS) SARS-CoV-2

PCLS поддерживали в среде DMEM / F12 (Gibco, Thermo Fisher Scientific) с 
добавлением 2 мМ HEPES (Gibco), 1 × GlutaMAX (Gibco), 100 Ед / мл пенициллина и
100 мкг / мл стрептомицина; эту среду также использовали для разведения вирусов и 
инкубации после инфицирования. В день заражения PCLS промывали PBS (без Mg2+ и Ca2+) 

затем инокулировали 1 × 105 PFU SARS-CoV-2 в 250 мкл среды на лунку в 48-луночных 
планшетах и   инкубируют при 37˚C. Через 2 часа инокулят удаляли и затем культивировали 
PCLS в 250 мкл среды DMEM / F12. При 72 и 120 hpi были собраны супернатанты и PCLS были
фиксируется фиксирующим буфером (4% PFA, 0,1% глутарового альдегида и 200 мМHEPES в ddH2O) в течение 1 ч 

при комнатной температуре, а затем 24 ч при 4 ° C.
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QRT-PCR для NSP7 для подтверждения инфекции SARS-CoV-2

Инфекции SARS-CoV-2 в человеческих клетках Calu-3 и срезах и тканях легких человека были подтверждены 

экспрессией мРНК NSP7 с использованием qRT-PCR (прямой праймер: GGG CTC AAT GTG TCC

AGT TAC, обратная грунтовка: TTG CCC TGT CCA GCA TT).

Биопсия легких у пациентов с острым COVID-19
Пациентам с острым COVID-19 (AC, n = 6) был поставлен диагноз COVID-19, и они были положительно 

протестированы с помощью ПЦР, как описано [4]. Все пациенты с AC, использованные в этом исследовании, 

показали типичную гистопатологию острого респираторного дистресс-синдрома (ARDS), типичную для болезни 

COVID-19. Кроме того, экспрессия NSP7 использовалась для обнаружения вируса SARS-CoV-2 в биоптатах с тем 

ограничением, что из-за гетерогенного распределения вируса или уже устраненной острой инфекции ПЦР не 

всегда дает положительный результат в каждой области легких, и поэтому NSP7 может быть не обнаружен.

Мультиплексная иммуногистохимия биопсий легких человека

Срезы FFPE для каждой группы (контроль (Ctrl) n = 3, острый COVID-19 (AC) n = 6, 
отторжение трансплантата (TR) n = 4) репрезентативно окрашивали с помощью ручного 
набора Opal 7-Color IHC Kit (Akoya Biosciences , Мальборо, Массачусетс), как описано 
ранее [32]. Первичные антитела CD4 (Cytomed SP35, 1:50), CD8 (Dako M0755, 1: 600), CD68 
(Dako PGM1, 1: 750) и CD20 (Dako M0755, 1: 1000) были последовательно объединены с 
опаловым флуорофором. CD4-Opal520, CD8-Opal570, CD20-Opal540 и CD68-Opal650. 
Срезы сканировали с помощью системы Vectra 3 (Akoya Biosciences, Мальборо, 
Массачусетс). Области интереса (ROI) были выбраны репрезентативными для малых, 
средних и крупных сосудов для всего среза ткани. Количество проанализированных 
марок составило 43 для Ctrl, 74 для AC и 56 для TR. Для обнаружения CD20 + B-клеток 
анализ выполняли с помощью программного обеспечения inFormAdvanced Image 
Analysis Software версии 2.3.0 (Akoya Biosciences, Мальборо, Массачусетс) и ImageJ 1.53c 
(Wayne Rasband, Национальные институты здравоохранения, США).

Стимуляция линий пре-В-клеток человека

Линии пре-B-клеток человека 697 (коллекция ACC42 DSMZ) и SUP-B15 (коллекция ACC389 DSMZ) 

культивировали в RPMI (Gibco) с добавлением 10% FBS. 5x105 клеток на мл предварительно инкубировали 

либо с антагонистом рецептора EP1 / EP2 AH6809 (10 мкМ, Tocris), либо с антагонистом рецептора EP4 

GW627368 (10 мкМ, Tocris) в течение 2 часов. Добавляли PGE2 (10 мкМ, Sigma-Aldrich) и клетки собирали 

через 48 часов в TRIzol или окрашивали трипановым синим (Bio-Rad Laboratories) и подсчитывали для 

измерения соотношения живых и мертвых клеток и количества клеток с использованием автоматического 

счетчика клеток TC20 ( Лаборатории Bio-Rad). Контрольные клетки инкубировали с растворителями (ДМСО 

или этанол (ETHO), среда 1 мкл / мл). В качестве альтернативы 5x105 на мл 697 и клетки SUP-B15 

инкубировали с 10% человеческой сывороткой от пожилых людей (> 60 лет) до начала программы 

упражнений на исходном уровне (BL) и после 12M (12M FU) в течение 48 часов и собирали в TRIzol . Клетки 

SUP-B15 инкубировали с 10% человеческой сывороткой от пациентов с COVID-19 и от здоровых контролей. 

Клетки собирали через 48 часов в TRIzol.

Обнаружение PGE2 и простагландина D2 (PGD2) в супернатантах Calu-3

Уровни PGE2 и PGD2 в супернатантах клеточных линий Calu-3 (нормализованные к общему содержанию РНК) 

измеряли с использованием набора для ELISA простагландина E2 (abcam ab133021) или
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набор для ELISA простагландина D2 (Cayman Chemicals, № 512031), соответственно, согласно 
протоколам производителя.

Выделение РНК и qRT-PCR
Тотальную РНК выделяли с помощью TRIzol (Thermo Fisher Scientific) и синтез кДНК выполняли, как 

описано ранее [33]. ПЦР в реальном времени с использованием метода зеленого красителя SYBR (Brilliant 

SYBR Green Mastermix-Kit, Thermo Fisher Scientific) выполняли с помощью системы ПЦР в реальном 

времени AriaMx (Agilent Technologies), как описано [33]. Экспрессию уровней мРНК нормализовали с 

помощью 2-ΔΔМетод КТ в отношении 18S, бета-2-микроглобулина (B2M) и глицеральдегид-3-

фосфатдегидрогеназы (GAPDH). Список праймеров для qRT-PCR, использованных в этом исследовании, 

представлен в файле добавок.Таблица S1.

Выделение РНК из фиксированной формалином и залитой парафином ткани

Выделение РНК из фиксированной формалином и залитой парафином ткани проводили с 

использованием прибора Maxwell.1 Набор для очистки RSC RNA FFPE (Promega Corporation, Мэдисон, 

Висконсин). Содержание РНК измеряли с помощью Qubit RNA IQAssay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA).

Статистический анализ

Статистический анализ выполнялся с использованием GraphPad Prism версии 5.0a, 7.0 и 8.1.2 для Mac 

OS X (GraphPad Software, Сан-Диего, Калифорния, США).

Нормальное распределение проверяли с помощью теста нормальности Д'Агостино или теста нормальности 

Шапиро-Уилка, если выборка была слишком маленькой для теста нормальности Д'Агостино. Непрерывные данные 

были выражены как среднее ± стандартное отклонение или медиана и межквартильный размах (IQR) в 

соответствии с нормальностью распределения. Сравнение двух групп проводилось на одном образце.т-тест или 

непарный двусторонний t-критерий для данных с распределением по Гауссу и тест Манна-Уитни-U, где хотя бы 

один столбец не был нормально распределен. При сравнении более двух групп использовались ANOVA и 

апостериорный тест Бонферрони или апостериорный тест Даннета в соответствии с нормальностью 

распределения. Категориальные переменные представлены в виде частот (процентов) и сравниваются с 

использованием точного критерия Фишера. Двустороннийп значение <0,05 считалось статистически значимым. 

Корреляция для ИМТ, BW, содержания жира в организме и возраста была проанализирована с помощью анализа 

корреляции озона с использованием коэффициентов корреляции Пирсона для гауссовых распределений или 

непараметрических коэффициентов корреляции Спирмена для ненормального распределения.

Результаты

Уровни PGE2 у здоровых людей в зависимости от пола и возраста

У здоровых контрольных лиц в возрасте <50 лет уровни циркулирующего PGE2 были выше (P> 0,01) у 

мужчин, чем у женщин (Рис. 1A). Связанные с полом различия в уровнях циркулирующего PGE2 не 

наблюдались у пожилых (<60 лет) здоровых людей (Рис. 1B). Уровни циркулирующего PGE2 были заметно 

выше у здоровых мужчин и женщин старшего возраста (> 60 лет), чем у соответствующих аналогичных по 

полу более молодых (<50 лет) лиц (Рис. 1C и 1D). И мужчины, и женщины показали значительную 

положительную корреляцию уровней циркулирующего PGE2 с возрастом (Рис. 1E и 1F), тогда как 

корреляции с ИМТ, массой тела (BW) или содержанием жира в организме не наблюдалось (Таблица S2, S1 

Рис). Контролируемые физические упражнения в течение 12 месяцев снижали уровень PGE2 у пожилых 

мужчин и женщин по сравнению с их исходными уровнями (BL) (Рис. 1G и 1H и Таблица S2). Следуя этим 

показаниям, мы собираемся изучить, изменяются ли уровни PGE2 при COVID-19 и могут ли различия в 

уровнях PGE2 объяснять тяжелое течение болезни после заражения SARS-CoV-2.
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Рисунок 1. (A) Точечные графики суммируют уровни циркулирующего сывороточного PGE2 (пг / мл) мужчин (n = 18) и женщин (n = 28) 
в возрасте до 50 лет. (B) Точечные диаграммы суммируют уровни циркулирующего сывороточного PGE2 (пг / мл) мужчин (n = 40) и 
женщин (n = 46) старше 60 лет. (C) Точечные графики суммируют уровни циркулирующего сывороточного PGE2 (пг / мл) мужчин (n = 18) 
<50 лет и мужчин (n = 40)> 60 лет. (D) Точечные диаграммы суммируют уровни циркулирующего сывороточного PGE2 (пг / мл) женщин 
(n = 28) <50 лет и женщин (n = 46)> 60 лет. Озоновый корреляционный анализ сывороточных уровней PGE2 с возрастом у (E) мужчин (n 
= 66, Spearman r: 0,2564, P-value: 0,0377) и (F) женщин (n = 76, Spearman r: 0.638, P-value: < 0,0001). Уровни циркулирующего 
сывороточного PGE2 на исходном уровне (BL) и через 12 месяцев наблюдения (FU) после контролируемой физической подготовки 
мужчин (G) (n = 31) и (H) женщин (n = 37). (А, Б, Г,
  Р <0,01,    P <0,001,     P <0,0001, критерий Манна-Уитни-U. (C) Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение,  P <0,01, непарный 

двусторонний т-контрольная работа. (E, F) Озоновая корреляция, коэффициенты корреляции Спирмена, двустороннее значение P. Базовые данные 

можно найти вДанные S1.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255335.g001
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Уровни циркулирующего PGE2 у пациентов с COVID-19 и здоровых людей того же 
возраста

Мы проанализировали уровни PGE2 у лиц с легкой / умеренной (n = 41) и тяжелой (n = 48) болезнью COVID-19 из 

больниц в Ганновере (Германия), Милане (Италия) и Брюсселе (Бельгия), а также в контрольной группе здоровых 

людей соответствующего возраста. (n = 31) (Таблица 1, Таблица S3). Клинические данные и лабораторные 

характеристики пациентов с COVID-19 показали, что пациенты с более тяжелым заболеванием были значительно 

старше и имели более высокую долю мужчин, чем женщин, по сравнению с группой пациентов с легкой / средней 

степенью поражения (Таблица 1). ИМТ и частота диабета увеличиваются во всей когорте COVID-19 без 

существенной разницы между легкой / умеренной и тяжелой группами (Таблица 1). Кроме того, уровень С-

реактивного белка (СРБ) был повышен, в то время как общее количество лейкоцитов и нейтрофилов было в 

пределах нормы, хотя у некоторых пациентов наблюдались заметно повышенные уровни (Таблица 1). Среднее 

количество лимфоцитов (Т- и В-клеток) было снижено у большинства пациентов с COVID-19 и особенно низко у 

пациентов с тяжелым течением заболевания (Таблица 1). Уровень тромбоцитов был в пределах нормы во всех 

группах пациентов с COVID-19, а уровень лактатдегидрогеназы (ЛДГ) был повышен и наиболее высок у пациентов с 

тяжелым поражением (Таблица 1). Смертность составила 15% для всей когорты без случаев смерти пациентов в 

группе легкой / средней степени тяжести и 27% пациентов, умерших в группе тяжелого заболевания, все были 

мужского пола (Таблица 1). Уровни циркулирующего PGE2 были увеличены у пациентов с COVID-19 во время 

госпитализации по сравнению со здоровыми людьми из контрольной группы, а уровни PGE2 были значительно 

выше у пациентов с тяжелым поражением по сравнению с пациентами с легким / умеренным поражением (Рис. 2A 

– 2F,

Таблица 1). Прямая связь уровней PGE2 с событиями смерти не наблюдалась (Рис 2D – 2F). Пациенты с 

COVID-19, нуждающиеся в госпитализации, были определены как пациенты с тяжелой формой 

COVID-19. Индекс массы тела (ИМТ), С-реактивный белок (СРБ), лактатдегидрогеназа (ЛДГ), лейкоциты

Таблица 1. Сводка клинических данных COVID-19 пациенты.

Параметры Всего больных COVID-19

(N = 89)

COVID-19 от легкой до умеренной степени тяжести

(N = 41)

Тяжелая болезнь COVID-19

(N = 48)

Возраст (лет, медиана ± IQR) 

Пол Женский (%)

Масса тела (кг, медиана ± IQR)

59 (46–68)

30% (27/89)

79,5 (67,75–96,5)

(n = 42)

171,9 ± 9,4

(n = 43)

27,2 (23,7–30,2)

(n = 43)

28% (11/50)

8036 ± 5831

(n = 50)

4999 ± 2697

(n = 35)

1114 ± 564

(n = 36)

107 ± 83

(n = 50)

363,5 (263,8–518,8)

(n = 48)

229 ± 81

(n = 50)

15% (13/89)

51 (40–67)

44% (18/41)

75 (65,5–86,5)

(n = 25)

170 ± 9,28

(n = 25)

26,56 (22,96–28,9)

(n = 26)

19% (5/26)

6803 ± 3213

(n = 26)

4664 ± 2614

(n = 21)

1266 ± 608

(n = 21)

69,4 ± 55,95

(n = 26)

299 (229–375)

(n = 25)

235 ± 80

(n = 26)

0% (0/41)

62 (51–68,75) 

19% (9/48) 

90 (76–100) 

(n = 17)

174,6 ± 9,1

(n = 18)

28 (25,5–31,95)

(n = 17)

25% (6/24)

9373 ± 7592

(n = 24)

5502 ± 2839

(n = 14)

902 ± 428

(n = 15)

147,1 ± 89   

(n = 24)

459 (348–659)   

(n = 23)

221 ± 83

(n = 24)

27% (13/48)   

Рост (см, среднее ± стандартное отклонение)

ИМТ (медиана ± IQR)

Сахарный диабет (%)

Общее количество лейкоцитов, количество / мкл (среднее ± стандартное 

отклонение) Стандартное значение: 3900–10200 импульсов / мкл 

Нейтрофилов, количество импульсов / мкл (среднее ± стандартное 

отклонение) Стандартное значение: 1500–7700 импульсов / мкл 

Лимфоцитов, количество импульсов / мкл (среднее значение ± 

стандартное отклонение) Стандарт значение: 1100–4500 импульсов / мкл 

СРБ, мг / л (среднее ± стандартное отклонение)

Стандартное значение: <5 мг / л

ЛДГ при госпитализации UI / л (медиана ± IQR) 

Стандартное значение: <248 UI / л

Тромбоциты при госпитализации 103 /мкл (среднее ± стандартное 

отклонение) Стандартное значение: 160–370 103 /мкл Смертность (%)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255335.t001
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Рис. 2. Уровни циркулирующего PGE2 повышены у пациентов с COVID-19. Точечные диаграммы суммируют уровни циркулирующего 

сывороточного PGE2 (пг / мл) у (A) пациентов с COVID-19 (n = 29) и здоровых людей контрольной группы (n = 31), а также отдельно (B) для мужчин 

(пациенты мужского пола COVID19, n = 19; здоровые мужчины контрольной группы n = 14) и (C) женщины (пациенты женского пола с COVID-19 n = 10; 

здоровые женщины контрольной группы n = 17). Точечные графики суммируют относительные уровни циркулирующего PGE2 в плазме (в%) (D) 

пациентов с тяжелым (n = 36) и легким (n = 24) заболеванием и отдельно (E) для мужчин (тяжелобольные мужчины n = 29; легкие пораженные 

мужчины n = 14) и (F) для женщин (тяжелобольные женщины n = 7; легкие больные женщины n = 10); медиана пациентов с легкой формой 

заболевания была установлена   на уровне 100%. Точки, представляющие пациентов, умерших от COVID-19, выделены красным. (A, B, DF) Данные 

представлены как медиана ± IQR, Р <0,05,    P <0,001,     P <0,0001, критерий Манна-Уитни-U. (C) Данные представлены как среднее ± стандартное 

отклонение, P <0,05, непарный двусторонний т-контрольная работа. Базовые данные можно найти вДанные S1.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255335.g002

Нормальное количество нейтрофилов, нормальное количество лимфоцитов и количество лимфоцитов ниже нормы 

анализировались при поступлении в больницу с помощью обычных клинических лабораторных тестов. Стандартные 

значения показателей крови указаны в столбце параметров. Значения, выходящие за пределы нормального диапазона, 

выделены жирным шрифтом. Сравнение между группами легкой и тяжелой формы COVID-19 было выполнено с 

использованием t-критерия Стьюдента для данных с распределением по Гауссу (представлены как среднее ± стандартное 

отклонение) и критерия Манна-Уитни-U, где по крайней мере один столбец не был нормально распределен (представлен 

как медиана и межквартильный размах (IQR)). Категориальные переменные представлены в виде частот (процентов) и 

сравнивались с использованием точного критерия Фишера. Р <0,05,   Р <0,01,    P <0,001 тяжелая форма COVID-19 по 

сравнению с COVID-19 от легкой до умеренной степени тяжести. Базовые данные можно найти в

Данные S1.

Экспрессия COX-2 и HPGD и секреция PGE2 в эпителиальных клетках легких 
человека и прецизионных срезах легких, инфицированных SARS-CoV-2

Затем мы исследовали, может ли SARS-CoV-2 увеличивать продукцию PGE2 в инфицированных клетках-

хозяевах. Эпителиальные клетки легких человека (клетки Calu-3) были инфицированы SARS-CoV-2 (штамм 

SARSCoV-2 / München-1.2 / 2020/984, p3) [31 год] и инфекция была подтверждена с помощью qRT-PCR для 

гена SARS-CoV-2, кодирующего неструктурный белок (NSP) 7 [34] (Рис. 3A). Тепловая инактивация 

инфицированных SARS-CoV-2 супернатантов клеток Calu-3 не была связана с деградацией PGE2 (S2A Рис.). 

Инфицированные клетки проявляли повышенную секрецию PGE2, которую специально предотвращали 

инкубацией с ингибитором PGE2 Таксифолином [35 год, 36] (Рис. 3B). Синтез
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другие простагландины, такие как PGD2, не были изменены Таксифолином в инфицированных клетках Calu-3 (S3A 

Рис.). Более того, лечение Таксифолином не было связано с изменением пролиферационной способности клеток 

Calu-3 (S3B – S3D Рис.).

Инфекция SARS-CoV-2 увеличивала экспрессию COX-2 и снижала экспрессию деградирующего PGE2 

фермента HPGD, но не изменяла экспрессию PGE-синтазы (PTGES) в клетках Calu-3 (Рис. 3C – 3E). Напротив, 

экспрессия PGE-синтазы 2 (PTGES2) и PGE-синтазы 3 (PTGES3) была значительно снижена SARS-CoV-2 в 

клетках легких Calu-3 (Рис 3F и 3G). В соответствии с этими результатами, продукция PGD2 также 

увеличивалась в инфицированных клетках Calu-3 (S3E Рис.). Кроме того, инфекция SARS-CoV-2 заметно 

индуцировала экспрессию TNF.α (644-кратный; Р <0,05,S2B Рис.), который, как известно, индуцирует 

экспрессию COX-2 и, следовательно, продукцию PGE2 в человеческих фибробластах [37]. Выражение IFNγ 

не может быть обнаружен в контроле или в SARS-CoV-2, инфицированном в клетках легких человека 

Calu-3. Так жеex vivo инфицирование живых PCLS человека SARS-CoV-2 (вирусная инфекция 

проанализирована с помощью QRT-PCR NSP7, Рис. 3H) приводили к усилению экспрессии ЦОГ-2 по 

сравнению с неинфицированными контрольными срезами, в то время как уровни HPGDmRNA не 

изменялись, а экспрессия PGE-синтазы (PTGES) имела тенденцию к увеличению (Рис. 3I – 3K).

Влияние PGE2 на экспрессию пре-B-клеточного фактора дифференцировки и выживания 

PAX5 в человеческих пре-B-клетках

Известно, что PGE2 снижает пролиферацию, дифференцировку и выживаемость B-клеток [38, 39]. Здесь мы 

наблюдали, что добавление PGE2 (10 мкМ, т.е. 3525 пг / мл) в диапазоне, измеренном в сыворотках 

пациентов с COVID-19 (от 1300 до> 20000 пг / мл), к двум линиям предшественников В-клеток человека, 697 

и SUP-B15, значительно снизили экспрессию мРНК PAX5 (Рис. 4A и 4B). Эффект PGE2 на PAX5 в клетках 697 и 

SUP-B15 может быть заблокирован совместной обработкой с антагонистом рецептора PGE2 4 (EP4; PTGER4), 

GW627368, но не с антагонистом рецептора EP2, AH6809 (Рис 4A). Экспрессия PTGER4 в 697 и SUP-B15. 

Клетки подтверждали с помощью qRT-PCR (S4A и S4B Рис.). Кроме того, стимуляция PGE2 (10 мкМ) была 

связана с уменьшением количества 697 клеток (51%) по сравнению с контрольными (100%, p <0,01) 

обработанными 697 клетками. Соотношение живых и мертвых пре-B-клеток не было изменено 

посредством стимуляции PGE2, что указывает на то, что уменьшение количества пре-B-клеток не 

опосредовано усилением гибели клеток (S4C Рис.). Однако стимуляция PGE2 была связана со сниженной 

экспрессией маркеров пролиферации Ki67, TOP2A и TPX2 (S4D – S4F Рис.), что указывает на то, что он 

снижает способность пре-В-клеток к пролиферации.

Влияние PGE2 на экспрессию воспалительных цитокинов TNFα и IFNγ в 
человеческих пре-В-клетках

Во время инфекции SARS-CoV-2 активация индуцирующих PANоптоз цитокинов, то есть TNFα 
и IFNγ сообщалось в иммунных клетках [40]. Здесь стимуляция PGE2 снижает экспрессию TNF.
α в обеих линиях пре-В-клеток 697 и SUP-B15 (S5A и S5B Рис.). Выражение IFNγ
не изменился в клетках 697, а в клетках SUP-B15 PGE2 снижал его экспрессию (S5C и S5D Рис.).

Влияние сыворотки пожилых людей до / после физических упражнений на 
экспрессию PAX5 в пре-B-клетках человека

Экспрессия PAX5 была выше в 697 и пре-B-клетках SUP-B15, инкубированных с сывороткой пожилых 

людей, собранной после 12 месяцев контролируемых физических упражнений, по сравнению с их 

сывороткой до упражнений (Рис. 4C и 4D и Таблица S2). Кроме того, антагонист EP4,
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Рис. 3. Инфекция SARS-CoV-2 модулирует секрецию PGE2 и экспрессию COX-2 и HPGD. (A) Типичное изображение геля 
экспрессии мРНК NSP7 клеток Calu-3, инфицированных SARS-CoV-2, и контрольных клеток. (B) Гистограмма суммирует 
содержание PGE2 в супернатантах клеток Calu-3, инфицированных SARS-CoV-2 и обработанных таксифолином.
(n = 4) по сравнению с необработанным маком (n = 6), контролем ДМСО (n = 8) и инактивированным нагреванием (привет) SARS-CoV-2 (n = 6), 

нормализованными к общей РНК. Гистограммы суммируют экспрессию мРНК (C) COX-2, (D) HPGD, (E) PTGES, (F) PTGES2 и (G) PTGES3 клеток Calu-3, 

инфицированных SARS-CoV-2 (n = 3). (H) Типичное изображение геля экспрессии NSP7 и B2MmRNA срезов легких, инфицированных SARS-CoV-2 (120 

hpi), и контрольных срезов. Гистограммы суммируют экспрессию мРНК (I) COX-2, (J) HPGD и (K) PTGES срезов легких, инфицированных SARS-CoV-2 (120 

hpi; n = 3 для ctrl, n = 4 для SARS-CoV- 2 инфекция). Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение, (B) непарные двусторонниет-

контрольная работа,  P <0,05 по сравнению с ложным,   P <0,01 по сравнению с ложным, ## P <0,01 по сравнению с SARS-CoV-2 + DMSO. (CG) Один 

образец t-теста, Р <0,05,   P <0,01 по сравнению с ctrl, (IK) непарный двусторонний т-контрольная работа,  P <0,05 по сравнению с контр. Базовые 

данные можно найти вДанные S1 и необрезанные изображения геля в S6 Рис.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255335.g003
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Рис. 4. Стимуляция B-клеток PGE2 модулирует иммунный ответ. (A) Гистограмма суммирует экспрессию мРНК PAX5 697 пре-B-клеток, 
обработанных AH6809 (10 мкМ) или GW627368 (10 мкМ) и PGE2 (10 мкМ) в течение 48 часов (n = 18 для клеток, обработанных ctrl и PGE2, 
n = 3 для клеток, обработанных AH6809, и n = 6 для клеток, обработанных GW627368). (B) Гистограмма суммирует экспрессию мРНК PAX5 
линии пре-B-клеток человека SUP-B15 с PGE2 (10 мкМ) в течение 48 часов (n = 9). (C) Гистограмма суммирует экспрессию мРНК PAX5 697 
пре-B-клеток, обработанных человеческой сывороткой, собранной в BL и через 12 месяцев FU контролируемой физической тренировки 
(n = 11). (D) Гистограмма суммирует экспрессию мРНК PAX5 пре-B-клеток SUP-B15, обработанных человеческой сывороткой, собранной в 
BL и через 12 месяцев FU контролируемой физической тренировки (n = 4). Гистограмма суммирует экспрессию мРНК PAX5 (E) 697 (n = 11) 
и (F) SUP-B15 (n = 2) пре-B-клеток, обработанных сывороткой от пожилых людей с высокими уровнями PGE2 с и без GW627368 (10 мкМ). 
Контрольные клетки preB обрабатывали растворителем ДМСО. (A) непарный двустороннийт-контрольная работа,   P <0,01 по сравнению 
с ctrl, #P <0,05 по сравнению с PGE2, (BF) Один образец t-критерия,  Р <0,05,   P <0,01 по сравнению с ctrl или BL, среднее значение ctrl или 
BL было установлено на 100%. Базовые данные можно найти вДанные S1.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255335.g004

GW627368 увеличивал PAX5 в пре-B-клетках 697 и SUP-B15, подвергнутых воздействию сыворотки, собранной перед 

физической нагрузкой, что указывает на то, что подавляющий эффект опосредуется PGE2-EP4 (Рис. 4E и 4F).

Влияние сыворотки от пациентов с COVID-19 на экспрессию PAX5 в пре-B-клетках 
человека

Сыворотка от пациентов с COVID-19 с повышенными уровнями PGE2 снижала экспрессию PAX5 в клетках 

SUP-B15 по сравнению с сывороткой от здоровых контролей. Опять же, этот эффект блокировался при 

совместной обработке с антагонистом рецептора 4 PGE2 (EP4), GW627368 (Рис 5A).
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Рис. 5. Модуляция иммунного ответа у пациентов с COVID-19. (A) Гистограмма суммирует экспрессию мРНК PAX5 пре-B-клеток SUP-B15, 

обработанных сывороткой от здоровых контролей (сыворотка объединена с 9 контрольными) и от пациентов с COVID-19 (сыворотка объединена от 

9 пациентов с COVID-19), инкубированных с и без GW627368 (10 мкМ). Контрольные клетки обрабатывали растворителем ДМСО (n = 6 лунок с 

контрольной сывороткой и n = 3 лунки с сывороткой пациентов с COVID-19 с GW627368 и без него). (B) Типичное изображение геля экспрессии NSP7 

и B2MmRNA в контрольной легочной ткани (ctrl), в легочной ткани пациентов с тяжелой острой болезнью COVID-19 (AC) и в легочной ткани, 

полученной после отторжения трансплантата (TR). (C) Иммуногистохимическое окрашивание иммунных клеток CD68 +, CD4 +, CD8 + и CD20 + (шкала: 

100 мкм), (D) Точечный график, суммирующий иммуногистологическое количественное определение CD20-положительных B-клеток на площадь 

(мм), Точечные графики суммируют экспрессию мРНК (E) CD20 и (F) CD138 в контрольной легочной ткани (ctrl), в легочной ткани пациентов с 

тяжелым острым заболеванием COVID-19 (AC) и в легочной ткани, полученной после отторжения трансплантата (TR ). (A) Один образец t-теста,  P 

<0,01 по сравнению с ctrl, # P <0,05 по сравнению с сывороткой от пациентов с COVID-19. (D) Статистический анализ проводился с использованием 

обобщенной линейной модели с распределением Гаусса и весами, скорректированными в соответствии с количеством ROI на пациента.   P <0,001 по 

сравнению с ctrl, ### P <0,001 по сравнению с AC. (E, F) непарный двустороннийт-контрольная работа,

  P <0,01 против ctrl,  P <0,05 по сравнению с контр. Базовые данные можно найти вДанные S1 и необрезанные изображения геля в S7 Рис.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255335.g005

Анализ B-клеток в легких пациентов, умерших от тяжелой острой болезни COVID19, по 

сравнению со здоровыми контрольными людьми и биопсиями отторжения трансплантата

В биопсиях легких пациентов, умерших от тяжелого острого заболевания COVID-19 (группа AC, подтвержденная 

qRT-PCR для NSP7, Рис. 5B), сигналы для пре-B-клеток CD20 (qRT-PCR и иммуногистохимическая количественная 

оценка) и плазматических клеток (qRT-PCR для CD138) были едва заметны.
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обнаруживается и ниже, чем в контрольной легочной ткани (ctrl), и заметно ниже, чем в легочной ткани, 

полученной после отторжения трансплантата (TR, Рис. 5C – 5F). Иммуноокрашивание легочной ткани показало 

повышенное количество CD68 + макрофагов и CD4 + Т-клеток в AC и TR по сравнению с контрольной биопсией 

легкого (Рис. 5C).

Обсуждение

Ключевой вывод этого исследования заключается в том, что уровень PGE2 повышен у пациентов с заболеванием COVID-19, 

причем самые высокие уровни в крови наблюдаются у тех, кто серьезно пострадал. Кроме того, SARS-CoV-2 сам по себе 

активирует PGE2 в инфицированных клетках-хозяевах, а такие факторы риска, как мужской пол, возраст и малоподвижный 

образ жизни, также связаны с более высокими уровнями PGE2 в сыворотке. Наконец, PGE2 ослабляет опосредованный B-

клетками иммунный ответ, по крайней мере частично, за счет снижения PAX5, в то время как ингибитор PGE2 таксифолин 

ослабляет индуцированное SARS-CoV-2 производство PGE2. Более того, регулярные упражнения также снижают уровень 

PGE2 у пожилых людей, что связано с повышенным продуцированием PAX5 в B-клетках, подвергшихся воздействию этих 

сывороток. Таким образом, PGE2 может выступать в качестве модулирующего фактора тяжести заболевания и развития 

иммунитета и, следовательно, может быть терапевтической мишенью для профилактики и лечения COVID-19.

Поскольку известно, что PGE2 может оказывать иммунодепрессивное действие во время вирусной инфекции [

25-27], его повышение может критически снизить исходную защиту от SARS-CoV-2 и, таким образом, привести к 

более тяжелому течению заболевания. Интересно, что наши данные показывают, что вирус SARS-CoV-2 не только 

захватывает механизм экспрессии генов клетки-хозяина для репликации, но также заставляет инфицированные 

клетки-хозяева продуцировать PGE2 путем активации фермента, генерирующего PGE COX-

2, и, по крайней мере, частично за счет снижения экспрессии фермента, разлагающего PGE2, HPGD (Рис 6). В 

соответствии с повышающей регуляцией COX-2, но без специфической повышающей регуляции синтаз PGE2 с 

помощью SARS-CoV-2 в инфицированных клетках легких человека, также увеличивалась продукция другого 

простагландина, PGD2. Однако изучение регуляции и роли PGD2 в заболевании COVID19 выходит за рамки 

настоящего исследования и требует дальнейшего изучения. Кроме того, мы предоставляем доказательства того, 

что сообщаемые факторы риска более тяжелого течения заболевания COVID-19, то есть мужской пол, возраст и 

малоподвижный образ жизни [13, 41 год] связаны с более высокими уровнями PGE2, поскольку уровни PGE2 в 

сыворотке выше у мужчин, чем у женщин, выше у пожилых (> 60 лет) лиц обоих полов, чем у молодых людей, а 

уровни PGE2 у пожилых людей могут быть снижены регулярными упражнениями (Рис 6). Эти данные могут 

объяснить, почему мужчины или пожилые люди страдают больше, чем женщины или молодые люди. Связанные с 

полом различия в уровнях циркулирующего PGE2 оказались специфичными для более молодых людей, поскольку 

в когорте здоровых людей старше 60 лет таких различий не наблюдалось. В будущих исследованиях необходимо 

выяснить, влияют ли возрастные гормональные изменения у пожилых женщин на возрастной эффект у женщин.

В дополнение к уже известным эффектам PGE2 на иммунные клетки, мы обнаружили новый механизм, с 

помощью которого PGE2 в сыворотке от пациентов с COVID-19 специфически воздействует на пре-B-клетки, 

поскольку PGE2 в сыворотке пациентов с COVID-19 снижает экспрессию PAX5 в пре-B-клетках человека. -B-клетки 

через свой рецептор EP4. PAX5 является главным регулятором большинства аспектов жизненного цикла B-клеток, 

поскольку он подавляет транскрипцию генов, необходимых для развития других гемопоэтических клонов и 

плазматических клеток, и контролируя многочисленные гены, необходимые для раннего развития, рекомбинации 

антиген-рецептор. , сигнализация и адгезия [42-44 год]. Более того, хотя для описанных выше процессов 

необходима высокая экспрессия PAX5, ее снижение важно для окончательной дифференциации короткоживущих 

плазматических клеток и продукции их антител (AB). Таким образом, высокие уровни PGE2 в сыворотке, с одной 

стороны, уменьшают количество пре-B-клеток, но, с другой стороны, усиливают терминальную дифференцировку 

B-клеток в сторону короткоживущих плазматических клеток, две особенности, которые в долгосрочной 

перспективе могут привести к истощению резервуар B-клеток. Эта особенность может объяснить, почему 

некоторые пациенты с изначально высокими титрами антител, направленных на SARS-CoV-2, но развивающиеся

PLOSONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255335 4 августа 2021 г. 14/24

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255335


PLOS ONE Нарушение иммунного ответа способствует тяжелой форме заболевания COVID-19

PLOSONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255335 4 августа 2021 г. 15/24

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255335


PLOS ONE Нарушение иммунного ответа способствует тяжелой форме заболевания COVID-19

Рис. 6. Схематическое изображение плейотропного влияния инфекции SARS-CoV-2, физической активности и возраста на 
уровни PGE2 и последующего изменения иммунного ответа. (A) Модуляторами синтеза и деградации PGE2 являются инфекция SARS-
CoV-2, а также отсутствие физической активности, пол и пожилой возраст, которые являются факторами риска для более тяжелых 
течений заболевания COVID-19 [7, 13-15]. Кроме того, инфекция SARS-CoV-2 индуцирует TNF.α экспрессия, которая, как известно, 
опосредует повышенную экспрессию ЦОГ-2 [37]. Эти модуляторы повышают экспрессию фермента, вырабатывающего PGE2, СОХ-2 и, по 
крайней мере, частично снижают экспрессию фермента, разрушающего PGE2, HPGD, что приводит к увеличению образования и 
секреции PGE2. PGE2 нацелен на врожденную иммунную систему (моноциты / макрофаги), где он снижает его эффективность по 
удалению патогенов частично за счет снижения высвобождения цитокинов [46, 59]. Кроме того, PGE2 ухудшает ответ адаптивной 
иммунной системы против патогенов, снижая пролиферацию и выживаемость Т-клеток и индуцируя Т-клетки [3, 52, 60, 61]. Кроме того, 
PGE2 нарушает ответ B-клеток на патогены, частично за счет прямого подавления специфического для B-клеток фактора транскрипции 
PAX5 [62]. Повышенную секрецию PGE2 можно предотвратить с помощью физических упражнений и специфических ингибиторов PGE2, 
таких как таксифолин. Кроме того, Таксифолин снижает репликацию вирусов. Низкий иммунный ответ (фаза 1) может способствовать 
появлению вторичных инфекций, вызванных бактериями и грибками, и повторным инфекциям SARS-CoV-2, связанным с повреждением 
тканей и органов, образованием аутоантител, потенциально ведущим к цитокиновому шторму и чрезмерному иммунному ответу [20-24
]. (B) В пре-B-клетках PAX5 отвечает за подавление других программ гемопоэтической дифференцировки и способствует пролиферации, 
выживанию и дифференцировке пре-B-клеток [42-44 год]. PGE2 снижает экспрессию PAX5 через его рецептор EP4, что не только снижает 
их выживаемость и пролиферацию, но и повышает дифференцировку B-клеток в направлении плазматических клеток и может даже 
позволить трансдифференцировку, особенности, которые могут привести к цитокиновому шторму, но также и к истощению B- пул 
клеток (и зародышевые центры) [19, 42]. Кроме того, поскольку PAX5 важен для формирования клеток памяти, PGE2 также снижает 
формирование иммунитета [44 год,
47]. Блокирование передачи сигналов EP4 антагонистом рецептора EP4 GW627368 предотвращает подавление PAX5 в преВ-клетках и 
может улучшить вирусную защиту и формирование иммунитета против SARS-CoV-2.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255335.g006

в сторону тяжелого течения заболевания демонстрируют уменьшение зародышевых центров [19] и после этого 

снизился ответ В-клеток. Наши данные о посмертной ткани легких пациентов, умерших от COVID19, соответствуют 

этой интерпретации. Действительно, мы обнаружили снижение количества CD20 + B-клеток в ткани легких 

COVID-19 по сравнению со здоровой контрольной тканью или с биопсией легких после отторжения трансплантата. 

Аналогичным образом, другие отчеты не показывают значительной инвазии лимфоцитов в сердечную ткань, 

несмотря на присутствие частиц SARS-CoV-2 [10, 11]. Дополнительные исследования предполагают более высокий 

риск развития тяжелых заболеваний у пациентов с COVID-19 с дисфункциональными B-клетками из-за общих 

вариабельных иммунодефицитных состояний (CVID) [18], в то время как пациенты с более крупными пулами 

наивных B-клеток, по-видимому, вырабатывают более эффективный иммунный ответ на SARS-CoV-2 [45].

Наблюдаемые низкие сигналы B-клеток в биоптатах легких пациентов, умерших во время острой 
инфекции SARS-CoV-2, также могут указывать на потерю этих иммунных клеток из-за PANоптоза 
(гибели воспалительных клеток). В связи с этим Karki et al. сообщили, что во время заражения SARS-
CoV-2 комбинация TNFα и IFNγ может вызвать ПАНоптоз [40]. Однако мы наблюдали обратное, т.е. 
PGE2 снижал экспрессию TNF.α и IFNγ в пре-В-клетках - это свойство, о котором также сообщалось 
для моноцитов и макрофагов [46].

Более того, мы обнаружили, что PGE2 снижает пролиферацию человеческих пре-B-клеток, наблюдение, 

которое хорошо согласуется с PGE2-опосредованным снижением PAX5 и, таким образом, может способствовать 

рарификации B-клеток в инфицированной ткани.

Кроме того, поскольку мы наблюдали, что клетки легких, инфицированные SARS-CoV-2, активируют TNFα

экспрессия и поскольку TNFα известно, что индуцирует экспрессию ЦОГ-2, мы обнаружили один 

возможный механизм, как SARS-CoV-2 может повышать выработку PGE2 в инфицированных тканях (Рис. 

6A) [37].

Как сообщалось выше, высокий уровень PGE2 в сыворотке COVID-19 ослабляет опосредованный B-клетками 

иммунный ответ, по крайней мере частично, за счет снижения PAX5. Экспрессия PAX5 также необходима для 

развития B-клеток памяти после того, как фолликулярные B-клетки столкнулись с антигенами [44 год, 47]. В связи с 

этим повышенный уровень PGE2 также снизил бы способность организма развивать длительный иммунитет 

после заражения COVID-19. Действительно, есть сообщения о повторном инфицировании людей с SARS-CoV-2 [48-

50], включая недавний случай пациента с CD20 + B-клеточным острым лимфобластным лейкозом, у которого после 

первоначального выздоровления развились высокие титры AB против COVID-19. Однако у пациентки произошла 

вирусная реактивация после того, как она потеряла COVID-19.
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AB после приема ритуксимаба, цитарабина и дазатиниба от лейкемии и перенесла тяжелую 
пневмонию COVID-19 с лимфопенией и высокими маркерами воспаления [51]. PGE2 не только 
влияет на B-клетки, но также способствует истощению T-клеток и вирусной экспансии через EP2 и 
EP4, как показали недавние исследования [52] и иммуносупрессия, вызванная истощением и 
истощением Т-клеток, были предложены как вклад в персистентность вируса и смертность у 
пациентов с COVID-19 [3].

Основываясь на предполагаемой решающей роли PGE2 в течении заболевания COVID-19, мы проверили 

потенциал ингибитора PGE2 таксифолина, также известного как дигидрокверцетин, по ограничению 

индуцированного SARS-CoV2 производства PGE2 в клетках легких человека (Рис. 6A). В соответствии с нашей 

гипотезой о том, что PGE2 способствует тяжелому заболеванию COVID-19, таксифолин значительно снизил 

производство PGE2 в инфицированных клетках легких. Кроме того, недавняя публикация о скрининге 

естественных ингибиторов SARS-CoV-2in silico идентифицировали Таксифолин как прямой ингибитор основной 

протеазы SARS-CoV-2 [53]. Таксифолин - мощный флавоноид с противовоспалительным действием, который 

присутствует в виде природного соединения в овощах и фруктах, а также в лиственнице сибирской,Larix sibirica, [35 

год, 36]. Он легко доступен в продуктах питания и может быть протестирован непосредственно на пациентах с 

COVID-19. Синтез PGE2 может подавляться НПВП, которые блокируют ЦОГ-1 и -2. Однако известно, что НПВП 

мешают РААС [54] и в этом контексте были получены противоречивые данные, свидетельствующие о том, что 

НПВП могут способствовать проникновению SARS-CoV-2 за счет активации ACE2 [55, 56]. Более того, НПВП, 

ингибируя ЦОГ-1 и -2, также могут снижать образование дополнительных простагландинов, что может иметь 

положительные эффекты. Поэтому, поскольку безопасность использования НПВП при лечении пациентов с 

COVID-19 обсуждается критически, мы решили использовать таксифолин в качестве альтернативной стратегии 

лечения. Действительно, мы смогли показать, что таксифолин блокировал только синтез PGE2, индуцированный 

SARS-CoV2, но не синтез PGD2 в инфицированных клетках легких. Ингибирование микросомальной простагландин 

E-синтазы-1 (mPGES-1) сонликроманолом (Khondrion; препарат, который в настоящее время проходит фазу 2b 

исследований митохондриального заболевания), также может быть полезным у пациентов с COVID-19 (Рис. 6A). 

Более того, пациенты с COVID-19 также могут получить пользу от ингибиторов COX, таких как аспирин и 

ибупрофен, на ранней стадии заболевания, как было предложено в недавнем обзоре [57 год]. Лечение пациентов с 

легкими и тяжелыми поражениями кортикоидами, такими как дексаметазон или медрол, было связано с лучшими 

результатами. Здесь мы наблюдали, что кортикоиды, по-видимому, не влияют на уровни циркулирующего PGE2, 

хотя количество пациентов в этих анализах подгруппы было слишком низким, чтобы сделать окончательный 

вывод. Наконец, мы предоставляем доказательства того, что регулярная физическая активность снижает уровень 

PGE2 в сыворотке крови пожилых людей без инфекции COVID-19 и, таким образом, может поддерживать их 

иммунную систему в борьбе с инфекцией SARS-CoV-2 (Рис. 6A).

Таким образом, известные факторы риска тяжелого заболевания COVID-19, такие как возраст, пол и 

отсутствие физической активности, связаны с повышенными уровнями PGE2 до инфицирования и, таким 

образом, могут способствовать снижению иммунного ответа во время инфекции SARS-CoV-2. Кроме того, 

инфекция SARS-CoV-2 может еще больше подорвать иммунный ответ за счет дополнительной активации 

PGE2 у лиц с уже существующими более высокими уровнями PGE2. Кроме того, известно, что воздействие 

высоких уровней вирусных частиц SARS-CoV-2 способствует тяжелому заболеванию COVID-19 также у лиц с 

низкими факторами риска (например, тяжелые заболевания у медсестер и врачей) [58]. Поскольку мы 

могли продемонстрировать, что клетки-хозяева, инфицированные SARS-CoV-2, производят высокие уровни 

PGE2, массивное заражение вирусом SARS-CoV-2 может привести к высокой секреции PGE2 и высоким 

уровням циркулирующего PGE2, что впоследствии снижает иммунный ответ также у человек с низким 

риском тяжелого заболевания.

Выводы
В заключение, наши данные показывают, что продукция PGE2, вызванная инфекцией SARS-CoV-2 или 

определяемая эндогенными и экзогенными факторами риска, критически влияет на COVID-19.
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тяжесть заболевания, (Рис. 6A). Механически мы показываем, что PGE2 специфически нацелен на B-клетки, 

уменьшая PAX5, ключевой фактор пролиферации и дифференцировки B-клеток (Рис. 6A и 6B). Поэтому 

профилактическое снижение уровня PGE2 и / или во время заболевания COVID-19 может обеспечить ценную 

терапевтическую стратегию для предотвращения и борьбы с инфекцией SARS-CoV-2, а также для повышения и 

продления иммунитета.

Ограничения исследования

Ограничения нашего исследования включают ограниченное количество образцов крови от пациентов с COVID-19 

и клинические данные о пациентах с COVID-19, то есть о С-реактивном белке (CRP), лактатдегидрогеназе (LDH), 

нормальном количестве лейкоцитов, нормальном количестве нейтрофилов и лимфоциты были доступны не для 

всех пациентов.

Синтез PGE2 может быть заблокирован кортикостероидами, ингибирующими фосфолипазы, или НПВП, 

ингибирующими циклооксигеназу. В этом исследовании во время забора крови часть пациентов с 

COVID-19 с легкой или тяжелой формой заболевания лечилась кортикостероидами или НПВП. Информация 

об использовании НПВП или модификаторов лейкотриенов отсутствовала. Уровни PGE2 у этих пациентов 

могут быть недооценены, поскольку оба препарата могут снижать биосинтез PGE2.

Большинство людей в коллективе здоровых пожилых людей демонстрировали связанный с возрастом нормальный 

ИМТ, а числа в подгруппе с повышенным или пониженным ИМТ были слишком низкими для проведения окончательного 

корреляционного анализа с уровнями PGE2.

Образцы сыворотки и плазмы необходимо немедленно хранить при -80 ° C, чтобы избежать деградации PGE2 

и дальнейшего синтеза простагландинов под действием COX-2. Для настоящего исследования сыворотку и плазму 

немедленно обрабатывали, замораживали и хранили при -80 ° C.

Венепункция и ex vivo Активация тромбоцитов может изменить концентрацию простаноидов в 
плазме, что нельзя полностью исключить.

Вспомогательная информация

S1 Рис. Уровни PGE2 в сыворотке не коррелировали с ИМТ, BW или содержанием жира в организме.

Озоновый корреляционный анализ сывороточных уровней PGE2 с (AE) BMI ((A) мужчины: n = 40, Spearman 

r: -0,1485, значение P: 0,3604; (B) мужчины в нормальном диапазоне BMI 25-30: n = 24, Spearman r: -0,1231, 

значение P: 0,5667; (C) мужчины с ИМТ> 30: n = 9, Spearman r: 0,3167, значение P: 0,4101 (D) мужчины с BMI 

<25: n = 7, Spearman r: -0,2143, значение P: 0,6615 (E) женщины: n = 45, значение Pearson r: 0,03956, 

значение P: 0,7964), (F, G) BW (мужчины: n = 40, Spearman r: -0,08246, значение P: 0,6130 ; женщины: n = 45, 

Pearson r: 0,05614, значение P: 0,7142) и (H, I) содержание жира в организме (мужчины: n = 37, Pearson r: 

-0,03295, значение P: 0,8465; женщины: n = 43, Pearson r: 0,1374, значение P: 0,3797) у мужчин (AD, F, H) и 

женщин (E, G, I). (AI) Озоновая корреляция, коэффициенты корреляции Спирмена или Пирсона, 

двустороннее значение P. Базовые данные можно найти вДанные S1. (TIFF)

S2 Рис. Инфекция SARS-CoV-2 в клетках Calu-3. (A) Термоинактивация (hi) PGE2 в течение 30 минут при 70 ° C по сравнению 

с необработанным PGE2 (ctrl) из того же образца (n = 4). Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение, ctrl 

был установлен на 100%, однократныйт-контрольная работа. (B) Гистограмма суммирует экспрессию мРНК TNFa инфекции 

SARS-CoV-2 в клетках Calu-3 в лизатах клеточных культур (n = 3 независимых эксперимента на клеточных культурах). Данные 

представлены как среднее ± стандартное отклонение, фиктивное значение установлено на 100%,
 P <0,05 по сравнению с имитацией, #P <0,05 по сравнению с высоким, односторонний дисперсионный анализ, апостериорный тест Даннета. 

Базовые данные можно найти вДанные S1. (TIFF)
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S3 Рис. Обработка таксифолином не влияет на секрецию PGD2 или способность клеток Calu-3 
к пролиферации. Гистограмма суммирует содержание PGD2 в супернатантах клеток Calu-3, 
инфицированных SARS-CoV-2 и обработанных в течение 48 часов таксифолином (100 мкМ; n = 12), 
по сравнению с контролем DMSO (n = 10). Гистограммы суммируют экспрессию мРНК маркеров 
пролиферации (B) Ki67, (C) TOP2A и (D) TPX2 клеток Calu-3, обработанных таксифолином.
(100 мкМ) в течение 48 ч (n = 7 для клеток, обработанных ctrl и PGE2). (E) Гистограмма суммирует содержание PGD2 в 

супернатантах клеток Calu-3, инфицированных SARS-CoV-2 (n = 6), по сравнению с необработанными ложными (n = 6) и 

инактивированными нагреванием (привет) SARS-CoV-2 ( n = 6), нормализованные к общей РНК. (AE) Данные представлены 

как среднее ± стандартное отклонение, (A, B, C) непарные двусторонниет-тест, нс (D) тест Манна-Уитни-U, нс (E) mock был 

установлен на 100%,   P <0,01 по сравнению с имитацией, #P <0,05 по сравнению с hi, односторонним дисперсионным 

анализом, апостериорным тестом Бонферрони. Базовые данные можно найти вДанные S1. (TIFF)

S4 Рис. Стимуляция пре-B-клеток PGE2 модулирует количество клеток из-за изменений способности 

к пролиферации. Типичные изображения геля экспрессии PTGER4 и B2MmRNA в пре-B-клеточных линиях 

(A) 697 и (B) SUP-B15. (C) Гистограмма суммирует процент живых клеток из контрольных обработанных и 

обработанных PGE2 (10 мкМ) 697 клеток после 48-часовой стимуляции. Общее количество ячеек было 

установлено на 100%. (DF) Гистограммы суммируют экспрессию мРНК маркеров пролиферации (C) Ki67, (D) 

TOP2A и (E) TPX2 пре-B-клеток 697, обработанных PGE2.

(10 мкМ) в течение 48 ч (n = 5 для клеток, обработанных ctrl и PGE2). (CE) Данные представлены как среднее ± стандартное 

отклонение, (CE) нс,  P <0,01 против ctrl, непарный двусторонний т-контрольная работа. Базовые данные можно найти в

Данные S1 и необрезанные изображения геля в S8 Рис. (TIFF)

S5 Рис. Стимуляция пре-B-клеток PGE2 не связана с повышенной экспрессией TNFa или IFNg. 

Гистограмма суммирует экспрессию мРНК TNFa (A) 697 или (B) пре-B-клеток SUP-B18, обработанных PGE2 

(10 мкМ) через 48 часов (n = 5). Контрольные клетки обрабатывали растворителем ETHO (n = 5). 

Гистограмма суммирует экспрессию мРНК IFNg (C) 697 или (D) SUP-B18 пре-B-клеток, обработанных PGE2 

(10 мкМ) через 48 часов (n = 5). Контрольные клетки обрабатывали растворителем ETHO (n = 4). (AD) 

Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение, (A, C, D) нс,
  P <0,01 против ctrl, непарный двусторонний т-тест и (B)   P <0,01, критерий Манна-Уитни-U. Базовые 

данные можно найти вДанные S1. (TIFF)

S6 Рис. Гель без крышки для Рис. 3A и 3H.
(TIFF)

S7 Рис. Гель без крышки для Рис. 5B.
(TIFF)

S8 Рис. Гель без крышки для S4A и S4B Рис..
(TIFF)

Данные S1. Числовые исходные данные.Все числовые необработанные данные объединены в один файл Excel «S1_Data.xlsx», этот 

файл состоит из нескольких электронных таблиц, каждая из которых содержит данные одного рисунка или таблицы.

(XLSX)

Таблица S1. Список человеческих праймеров qRT-PCR.

(DOCX)

Таблица S2. Краткое изложение клинических данных для пробандов мужского и женского пола на исходном уровне (BL) и 

после контрольных упражнений после 12 месяцев наблюдения (FU) (E).Индекс массы тела (ИМТ) был определен
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где ИМТ = масса тела (МТ) / рост в квадрате. Вес тела, рост, ИМТ, жировые отложения и активность 

анализировались в BL и после 12M FU контролируемых упражнений. Сравнение между группами BL и 12M FU 

проводилось с использованием t-критерия Стьюдента для данных с распределением по Гауссу (представлены как 

среднее ± стандартное отклонение) и критерия Манна-Уитни-U, где по крайней мере один столбец не был 

нормально распределен (представлен как медиана и межквартильный размах). (IQR)).   P <0,001,
    P <0,00001 BL по сравнению с 12M FU. Базовые данные можно найти вДанные S1. 

(DOCX)

Таблица S3. Резюме клинических данных здоровых контролей изРис. 1A.

(DOCX)
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