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Актуальность. Поскольку вирусы способны дестабилизировать геномы соматических клеток в инфицированных 
ими клеточных популяциях, нами была выдвинута гипотеза о возможной индукции нестабильности генома в эндо-
телии у переболевших COVID-19 и его прогностическом значении.
Целью исследования стала проверка гипотезы о том, что вирус SARS-CoV-2 проникает в эндотелиоциты и мо-
жет индуцировать в них нестабильность генома, которая сохраняется у переболевших COVID-19.
материалы и методы. Для проверки выдвинутой гипотезы было проведено исследование CROSS-SECTION в несколь-
ких клиниках Санкт-Петербурга в период с 2021 по 2023 гг. за этот период нами был собран и сохранён банк биоп-
татов и цитологических препаратов с эндотелиоцитами от 51 пациента, перенёсших новую коронавирусную 
инфекцию (COVID+), и от 43 пациентов, не инфицированных SARS-CoV-2 (COVID–). зафиксированный и сохранённый с 
информационным сопровождением материал за указанный период пандемии COVID-19 мы назвали «ковидной эндо-
телиотекой», которую мы используем для проверки гипотез патогенеза новой коронавирусной инфекции, проводя 
ретроспективно лабораторные (цитопатологические) исследования. В качестве показателя индукции неста-
бильности генома в эндотелии мы выбрали микроядра (МЯ) и межъядерные хромосомные мосты (ХМ) в интерфаз-
ных эндотелиоцитах в цитологических препаратах, полученных из удалённых геморроидальных узлов во время ге-
морроидэктомии в период пандемии COVID-19. 
Результаты. Свыше 70% клеток в цитограммах геморроидальных узлов были представлены CD31+ эндотелиоци-
тами. Исследование более 45 000 эндотелиоцитов, проведенное в группе «COVID+» пациентов, перенёсших корона-
вирусную инфекцию, и в группе «COVID–», не болевших COVID-19, не выявило ни одного случая обнаружения микроядра 
или межъядерного хромосомного моста. Таким образом, все 94 пациента имели показатели «МЯ–» и «ХМ–». Крите-
рий χ-квадрат, рассчитанный нами для проверки гипотезы о связи показателя «COVID+» с показателями «МЯ+» и 
«ХМ+», оказался равным 0,68 (df = 1, p = 0,409). 
заключение. Выдвинутая гипотеза об индукции вирусом SARS-CoV-2 нестабильности генома в эндотелии у паци-
ентов, переболевших COVID-19 не подтвердилась. По-видимому, ожидаемое влияние SARS-Cov-2 на системную эндо-
телиопатию (вне лёгких и сердца) при COVID-19 обратимо, и типовые патофизиологические реакции, обусловлива-
ющие «долгий ковид», переоцениваются.
ключевые слова: эндотелий; эндотелиоциты; COVID-19; микроядра; хромосомные мосты; хромотрипсис; геморроидаль-
ные узлы. 

Для цитирования: Лубинец Н.С., Юсупов А.В., Кравцов В.Ю. «Ковидная эндотелиотека» в проверке гипотезы индук-
ции нестабильности генома вирусом SARS-CoV-2 в эндотелии у переболевших COVID-19. Патогенез. 2023; 21(4): 61–67 
DOI: 10.25557/2310-0435.2023.04.61-67 

Для корреспонденции: Лубинец Наталья Сергеевна, e-mail: nlubinets@icloud.com; Кравцов Вячеслав Юрьевич, e-mail: 
kvyspb@mail.ru
Финансирование. Работа выполнена при поддержке гранта РНФ № 333 22-65-00022 «Исследование роли белка HNRNPA2B1 
в метаболизме R- петель, геномной стабильности и радиорезистентности»
конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
благодарности. Авторы благодарят сотрудников кафедры патологической анатомии Федерального государственного 
бюджетного образовательного учреждения высшего образования «Северо-Западный Государственный Медицинский 
Университет имени И.И. Мечникова» Министерства здравоохранения Российской Федерации, на базе которой выполнялись 
иммуноцитохимические исследования, Гладышева Никиту Сергеевича, Емелина Алексея Михайловича и Деева Романа 
Вадимовича за методическую помощь.
поступила: 25.10.2023.

КЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ Патогенез. – 2023. – Т. 21, №4 – C. 61–67  



ПАТОГЕНЕЗ. 2023. Т. 21. №462

 

«COVID endothelioteca» in testing the hypothesis of induction of genome 
instability by the SARS-CoV-2 virus in the endothelium of patients who have 

recovered from COVID-19
Lubinets N.S.1,2, Yusupov A.V.3, Kravtsov V.Yu.1,4

1 St. Petersburg State Pediatric Medical University, 
Litovskaya str. 2, St. Petersburg 194100, Russian Federation

2 ITMO University, 
Lomonosova Str. 9, St. Petersburg 191002, Russian Federation

3 S.M. Kirov Military Medical Academy, 
Akademika Lebedeva Str. 6, St. Petersburg 194044, Russian Federation

4 Zh.I. Alferov Saint Petersburg National Research Academic University of the Russian Academy of Sciences, 
Khlopina Str., 8 Bldg. 3 letter A, St. Petersburg 194021, Russian Federation

Background. Since viruses are capable of destabilizing the genomes of somatic cells in cell populations infected by them, we put 
forward a hypothesis about the possible induction of genome instability in the endothelium in patients who have recovered from 
COVID-19 and its prognostic significance.
The aim of the study was to test the hypothesis that the SARS-CoV-2 virus penetrates endothelial cells and can induce genomic 
instability in them, which persists in those who have recovered from COVID-19.
Materials and methods. To test the hypothesis, the CROSS-SECTION study was conducted in several clinics in St. Petersburg in 
the period from 2021-2023. During this period, we collected and stored a bank of biopsy specimens and cytological preparations 
with endothelial cells from 51 patients who had a new coronavirus infection (COVID+) and 43 patients not infected with SARS-
CoV-2 (COVID–). We called the material recorded and stored with information support during the specified period of the COVID-19 
pandemic “covid endotheliosis,” which we use to test hypotheses of the pathogenesis of the new coronavirus infection, conducting 
retrospective laboratory (cytopathological) studies. As an indicator of the induction of genomic instability in the endothelium, we 
selected micronuclei (MN) and internuclear chromosomal bridges (CB) in interphase endotheliocytes in cytological preparations 
obtained from removed hemorrhoids during hemorrhoidectomy during the COVID-19 pandemic. 
Results. Over 70% of cells in the cytograms of hemorrhoids were represented by CD31+ endothelial cells. A study of more 
than 45,000 endothelial cells conducted in the “COVID+” group of patients who had suffered a new coronavirus infection and 
in the “COVID-” group who did not have COVID-19 did not reveal a single case of detection of a micronucleus or internuclear 
chromosome bridge. Thus, all 94 patients had indicators “MY–” and “HM–”.
The χ-square criterion, which we calculated to test the hypothesis about the relationship between the “COVID+” indicator and the 
“MY+” and “HM+” indicators, was equal to 0.68 ((df = 1, p = 0.409).
Conclusion. The hypothesis put forward about the induction of genome instability in the endothelium by the SARS-CoV-2 virus 
in patients who have recovered from COVID-19 was not confirmed. Apparently, the expected effect of SARS-Cov-2 on systemic 
endotheliopathy (outside the lungs and heart) in COVID-19 is reversible and the typical pathophysiological reactions that cause 
“long Covid” are overestimated.
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введение

Вирусы способны индуцировать микроядра и про-
мотировать хромотрипсис в популяциях соматических 
клеток, которые они инфицируют [1, 2]. В связи с по-
явлением в человеческой популяции SARS-CoV-2 неиз-
бежно встал вопрос о влияние нового коронавируса на 
геномы соматических клеток человека. В обзоре Grand 
R.J. (2023) рассмотрены недавние данные, указывающие 
на то, как SARS-CoV-2 вызывает нестабильность гено-
ма, а также последствия нестабильности генома для па-
циентов, страдающих длительным COVID [3].

Чтобы проверить реальность высказанных опасе-
ний мы решили проверить гипотезу о том, обладает ли 
новый вирус SARS-CoV-2 способностью индуцировать 
микроядра (и межъядерные хромосомные мосты) в эн-
дотелии in vivo, у переболевших COVID-19. Вопрос о том 
оказывал ли влияние SARS-CoV-2 на системную эндоте-
лиопатию и сохраняются ли геномные нарушения в эн-
дотелии после перенесённого COVID-19 в клинических 
исследованиях ранее не рассматривался. 

В период 2021–2023 гг. мы создавали банк биопсий-
ных материалов эндотелия («ковидную эндотелиотеку») 
на базе нескольких клиник Санкт-Петербурга, хирурги-
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ческие отделения которых во время пандемии работали 
в плановом порядке. В указанном временном срезе ока-
зались COVID-позитивные и COVID-негативные паци-
енты, от которых и были получены биоптаты эндотелия. 
Получение биоптатов эндотелия и цитологическое ис-
следование эндотелиоцитов в них мы проводили запа-
тентованным нами в 2023 году методом «Способ полу-
чения эндотелиоцитов человека» [4]. В качестве показа-
телей нестабильности генома были выбраны микроядра 
(МЯ) и межъядерные хромосомные мосты (ХМ), кото-
рые мы определяли в клеточных популяциях эндотели-
оцитов (цитологических препаратах) геморроидальных 
узлов у пациентов с хроническим геморроем, переболев-
ших и не болевших COVID-19, проходивших хирурги-
ческое лечение в период пандемии.

Таким образом, в формате клинического исследо-
вания CROSS-SECTION нам удалось создать «ковид-
ную эндотелиотеку», которую мы использовали для 
проверки выдвинутой гипотезы. Целью исследования 
стала проверка гипотезы о том, что вирус SARS-CoV-2 
проникает в эндотелиоциты и может индуцировать не-
стабильность генома в эндотелии, которая сохраняет-
ся у переболевших COVID-19. 

материалы и методы исследования

Пациенты. Исследование проводилось в цитологи-
ческих препаратах, полученных из биоптатов (геморро-
идальных узлов) во время геморроидэктомии в период 
пандемии COVID-19. Для проверки выдвинутой гипо-
тезы методом CROSS-SECTION материал был полу-
чен в нескольких клиниках Санкт-Петербурга в пери-
од с 2021 по 2023 гг. Первый пациент, включенный в ис-
следование, был прооперирован 22.10.2021 г, последний 
пациент, включенный в исследование, был проопериро-
ван 01.05.2023 г. За этот период удалось получить и за-
фиксировать материал от 51 пациента, перенёсших но-
вую коронавирусную инфекцию (COVID+) и 43 паци-
ентов не инфицированных SARS-CoV-2 (COVID–). Все 
пациенты обратились в клинику для хирургического ле-
чения геморроя. Участие в исследовании было основано 
на информированном согласии обследуемых лиц. Со-
ответствие исследования международным этическим 
нормам, изложенным в Хельсинкской декларации Все-
мирной медицинской ассоциации «Рекомендации для 
врачей, занимающихся биомедицинскими исследова-
ниями с участием людей» подтверждено решением Ло-
кального этического комитета при СПбГПМУ, прото-
кол №20/03 от 22.12.2022 г.

Цитологические исследования. Геморроидальные уз-
лы (ГУ) являются идеальным биопсийным материалом 
для цитологического исследования эндотелия, так как 
геморроидальная ткань образована множеством кавер-
нозных полостей, выстланных эндотелиоцитами. 

Мы разработали способ получения эндотелиаль-
ных клеток человека, отличающийся тем, что в каче-
стве биопсийного материала используют обогащенные 

эндотелиальными клетками геморроидальные узлы [4]. 
Прямая световая микроскопия эндотелия позволяет вы-
являть микроядра и межъядерные хроматиновые мо-
сты, указывающие на цитогенетические циклы «раз-
рыв–слияние–мост».

Препараты для цитологического исследования эн-
дотелия человека получали методом отпечатков (print-
cytology). Для этого обрезанный край ГУ отпечатывается 
на предметных стеклах с адгезивом. Срезы ГУ разделяли 
скальпелем на фрагменты так, чтобы снять кожу, фик-
сировали пинцетом или зажимом типа «москит», и от-
печатывали поверхность разреза на предметных стеклах. 
Важно отметить необходимость удаления участков кожи 
и распечатки «очищенной» биопсии ГУ с кожи, чтобы 
исключить попадание клеток многослойного плоского 
эпителия на предметное стекло. Затем полученные маз-
ки-отпечатки подсушивали на воздухе в течение 10 мин 
и фиксировали 95% этиловым спиртом. Затем окраши-
вали азур2-эозином по Романовскому. Микроскопию 
проводили при увеличении ×200, ×400 и ×1000. От каж-
дого пациента просматривали в среднем по 500 эндоте-
лиоцитов (3-4 предметных стекла – препарата).

Иммуноцитохимические исследования для выявле-
ния эндотелиоцитов (CD31+) проводили одновременно 
с цитопатологическими. Для визуализации фона, соз-
даваемого антигеном CD31 в мазках, использовали мо-
ноклональные мышиные антитела производства Dako 
(Дания) против человеческого эндотелия CD31. После 
многократной фиксации и высушивания гидрофобным 
карандашом «ДакоПен» (DakoCytomation), круговым 
рисунком была ограничена ареола диаметром 1 см, вну-
три которой проводилось окрашивание. Все растворы 
антител и системы визуализации наносили на эту огра-
ниченную ареолу в точно таких же объёмах, чтобы со-
блюдать одни и те же стандартные условия для после-
дующего обнаружения эндотелиоцитов.

Эндогенную пероксидазу в мазках инактивирова-
ли 1% раствором азида натрия (Merck) в течение 10 мин, 
затем промывали в две смены бидистиллированной во-
дой и оставляли на 5 мин в Трис-NaCl-буфере (рН 7,6). 
Еще раз подчеркнем, что растворы антител вводили ми-
кродозатором в объеме 50 мкл, только в информативную 
зону, обведенную гидрофобным карандашом, и распре-
деляли тонким слоем по её поверхности. Концентрация 
рабочих растворов первых антител соответствовала 0,01 
мг/мл. Инкубация с первыми моноклональными анти-
телами мыши к CD31 продолжалась 30 мин при +37ºС. 
После мечения первыми антителами препараты прово-
дили в две смены буфера по 5 мин каждая, и наносили 
лошадиные антимышиные/антикроличьи биотинили-
рованные антитела (R.T.U. VECTASTAIN UNIVERSAL 
ABC RIT). Со вторыми антителами препараты инкуби-
ровали 10 мин при комнатной температуре. Перед про-
явлением субстрата препараты промывали буфером 
PBS в течение 1 часа. Завершающим этапом иммуно-
цитохимического окрашивания на CD31 было нане-
сение на 3 мин при комнатной температуре системы 
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визуализации, состоящей из растворимого комплек-
са — авидина и биотинилированной пероксидазы хрена 
(VECTASTAIN UNIVERSAL ABC KIT, США). 3,3’-ди-
аминобензидин (DAB) (DakoCytomation) использовали 
для проявления в течение 30 с. Препараты окрашивали 
гематоксилином Майера.

Микроскопию окрашенных препаратов проводи-
ли при увеличении с использованием объектива (×40, 
Leica DM 4000 V).

Для статистической проверки выдвинутой гипотезы 
нами был использован критерий χ-квадрат.

Результаты исследования

На первом этапе исследования, приготовленные ме-
тодом отпечатков (print-cytology) и зафиксированные 
цитологические препараты были окрашены иммуноци-
тохимическим методом с применением моноклональ-
ных антител к CD31 для оценки количества и состоя-
ния эндотелиоцитов ГУ. На (рис. 1 а, б, микрофотогра‐
фия) показано обзорное изображение препарата после 
иммуноцитохимического окрашивания с использова-
нием моноклональных антител к CD31 в варианте ви-
зуализации авидин-биотин с проявлением мазка. Оче-
видно, что после такого окрашивания CD31 визуали-
зировался только в эндотелиоцитах. Фон мазков почти 
всегда оставался чистым, что было достигнуто путем его 
удаления на этапах подготовки образца.

Очевидно, что коричневое ареольное окрашива-
ние CD31 присутствует только на поверхности цито-
плазматической мембраны. Иногда CD31 проявлялся 
в виде интенсивно окрашенных гранул (почти черных) 
ближе к периферии цитоплазмы, но чаще всего он об-
наруживался равномерно по всей цитоплазматической 
мембране. CD31-позитивные клетки (эндотелиоциты) 
представляли основной пул клеток в исследованных на-

ми мазках-отпечатках ГУ (до 80%) и имели достаточ-
но цитоплазмы для определения микроядер (в отличие 
от таковых в гистологических срезах). 

Таким образом, используя иммуноцитохимическое 
исследование CD31, мы показали адекватность цитопа-
тологического метода для тестирования МЯ и ХМ в по-
пуляциях клеток эндотелиоцитов. Плоский эпителий, 
гладкомышечные клетки и лейкоциты, которые неиз-
бежно также переносятся из геморроидальных узлов на 
предметные стекла, мы не рассматривали.

Эндотелиоциты можно легко идентифицировать по-
сле окрашивания азур2-эозином. На фоне эритроцитов 
и лейкоцитов преобладают полигональные, реже оваль-
ные эндотелиоциты, расположенные раздельно и пла-
стинчато в среднем в поле зрения при указанном уве-
личении в 5-15 плоских эндотелиоцитов. Эндотелиоци-
ты ГУ (рис. 2) имели как правило размеры 15-30 мкм; 
полигональную реже округло-овальную формы с чётко 
различимыми ядрами с рыхлым сетчатым эухромати-
ном и гиперхромным гетерохроматином. Митозы в ГУ 
встречены не были.

Таким образом, основной пул клеток в мазках-от-
печатках геморроидальных узлов представлен эндоте-
лиоцитами, в цитоплазме которых возможно выявле-
ние микроядер. 

Однако оказалось, что несмотря на большой объ-
ём исследований, а именно 94 пациента (у 51 из кото-
рых была выявлена новая коронавирусная инфекция 
(COVID+), а у 43 коронавируса не было (COVID–)), 
и просмотренные у каждого в среднем по 500 эндоте-
лиоцитов (3-4 предметных стекла – препарата), эндоте-
лиоциты с микроядрами обнаружены не были. То есть 
среди 45 000 просмотренных эндотелиоцитов не встре-
тилось ни одного микроядра. 

Критерий χ-квадрат, рассчитанный нами для про-
верки гипотезы о взаимосвязи между показателем 

Рис. 1. Мазок-отпечаток геморроидального узла. Эндотелиоциты в слоях (а); отдельные эндотелиоциты (б). Иммуноцитохимическое окра-
шивание CD31. Увеличение ×400.

а б
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COVID+ и показателем МЯ+, оказался равным 0,068. 
(χ-квадрат = 0,68085, df = 1, p = 0,409). Ровно такая же 
нулевая статистика получилась и по межъядерным хро-
матиновым мостам. Таким образом, гипотеза о том, что 
вирус SARS-CoV-2 индуцирует нестабильность генома 
в эндотелии у переболевших COVID-19 не подтверди-
лась. Вероятно, эндотелий обладает резистентностью 
к новому коронавирусу SARS-CoV-2. Возможные ме-
ханизмы такого противовирусного иммунитета обсу-
дим ниже.

Обсуждение

Сразу отметим, что микроядра (и мосты) в нашем 
исследование мы рассматриваем отдельно от общепри-
нятого классического микроядерного теста. Сегодня 
микроядра из пассивных индикаторов повреждения 
ДНК (в микроядерном тесте) превратились в активных 
участников формирования повреждений ДНК, обна-
ружив тем самым непредвиденную ранее роль микро-
ядер в происхождении хромосомной нестабильности 
(геномного хаоса) [5-7]. Поэтому мы ограничили объ-
ёмы просчитываемых клеток для определения частоты 
встречаемости клеток с микроядрами до 500 клеток, хо-
тя количество собранных нами препаратов «ковидной 
эндотелиотеки» позволяло выполнить большие объё-
мы цитологических исследований. Схожие эффекты 
вирус-индуцированных микроядер, которые мы про-

веряем в нашей гипотезе, исчисляются процентами на-
чиная с 4% [1]. Мы ожидали увеличения частоты кари-
опатологических и цитогенетических эндотелиопатий 
(микроядра и межъядерные мосты) в группе пациентов 
с COVID-19. В выдвинутой и обоснованной нами ги-
потезе мы проверяли индукцию нестабильности гено-
ма с высокой частотой событий (микроядер и мостов). 
Однако мы получили прямо противоположный резуль-
тат, свидетельствующий об отсутствии внелёгочных эн-
дотелиопатий. Полученный нами в клиническом иссле-
довании результат не ставит новый коронавирус в один 
ряд с вирусами-индукторами хромотрипсиса: папилло-
мавирусами [1], вирусом Эпштейна-Барр [2], цитомега-
ловирусами и другими вызывающими нестабильность 
генома вирусами [3]. Таким образом, полученный на-
ми нулевой отрицательный результат для нового коро-
навируса можно рассматривать как очень позитивный 
для человеческой популяции.

Напомним, что в период пандемии, когда мы вы-
полняли это исследование в условиях эпидемиологиче-
ских ограничений, был возможен только предложенный 
формат CROSS-SECTION. Нам удалось отсортировать 
репрезентативные группы пациентов, проходивших ле-
чение в нескольких клиниках Санкт-Петербурга в пери-
од 2021-2023 годов. Приём, регистрация, лечение и по-
лучение биоматериалов осуществлялись одним врачом. 
Лабораторные исследования также проводились при его 
непосредственном участии. Микроскопирование цито-

Рис. 2. Мазок-отпечаток геморроидального узла. Эндотелиоциты послойно разделены окрашиванием по Романовскому. Увеличение 
×400. Микроядер нет.
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логических препаратов всегда сопровождалось фотогра-
фированием отдельно лежащих от основного ядра хро-
матиновых структур на цифровую камеру на увеличе-
нии ×1000. Однако при пересмотре опытным цитологом 
этих автономных от ядра хроматиновых телец все спор-
ные случаи были отнесены к артефактам.

В отличие от многочисленных экспериментальных 
исследований генотоксичности SARS-CoV-2, которые 
сообщают о негативном воздействии вируса SARS-
CoV-2 на геномы соматических клеток человека [8-16], 
наши данные совершенно противоположны и опти-
мистичны. 

Отдельно поставим акцент на том достижении, что 
в ходе выполнения проекта нам удалось собрать и за-
фиксировать банк биоматериалов, который мы назва-
ли «ковидной эндотелиотекой». Мы получили и сохра-
нили для дальнейшего исследования более 1000 пре-
паратов (фиксированные цитологические препараты 
и биоптаты в формалине). Сохраненные образцы при-
менимы для геномных и протеомных исследований но-
вой коронавирусной инфекции. Банк сопровождается 
собранной базой данных по каждому пациенту со все-
ми сопутствующими заболеваниями, датами начала за-
болевания, тяжестью, схемами лечения и вариантами 
штаммов SARS-CoV-2 и т.д. 

Следующим проектом, в котором будет исполь-
зована наша «ковидная эндотелиотека», станет про-
верка гипотезы об экспрессии в эндотелии факторов 
врождённого противовирусного иммунитета к виру-
су SARS-CoV-2. Одним из ключевых интерактомных 
белков, участвующим во внутриклеточных молекуляр-
ных взаимодействиях с вирусом SARS-CoV-2, являет-
ся гетерогенный ядерный рибонуклеопротеин A2B1 – 
hnRNPA2B1. Как выяснили Цзо и соавторы в 2023 году, 
активированный hnRNPA2B1 препятствует репликации 
SARS-CoV-2. Активированный hnRNPA2B1 перемеща-
ется в цитоплазму, где инициирует путь TBK1-IRF3, 
приводя к продукции интерферона с противовирус-
ной активностью. Таким образом, становится очевид-
ным, что у клеток есть свои внутренние ресурсы за-
щиты от вируса (SARS-CoV-2 omicron) [17]. Результа-
ты иммуноцитохимических исследований hnRNPA2B1 
в эндотелиоцитах в серии цитологических препаратов 
и гистологических срезов в собранной нами и описан-
ной в настоящей статье «ковидной эндотелиотеки» го-
товятся к публикации.

заключение

Получен банк биоптатов в период пандемии – «ко-
видная эндотелиотека», которую использовали для про-
верки гипотезы.

Выдвинутая гипотеза об индукции вирусом SARS-
CoV-2 нестабильности генома в эндотелии у пациентов, 
переболевших COVID-19 не подтвердилась (р > 0,05). 
По-видимому, ожидаемое влияние SARS-Cov-2 на си-
стемную эндотелиопатию (вне лёгких и сердца) при 

COVID-19 обратимо, и типовые патофизиологические 
реакции, обусловливающие «долгий ковид», переоце-
ниваются.
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