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ВВЕДЕНИЕ

Необходимость в разработке новых противови-
русных препаратов особенно ярко продемонстри-
ровала пандемия коронавируса SARS-CoV-2. Наи-
более часто используются низкомолекулярные 
ингибиторы вирусной активности [1]. Однако их 
можно подобрать не ко всем белковым мишеням, 
в отличие от антителоподобных молекул, которые 
можно получить к практически любому белковому 
антигену [2, 3]. Не удивительно, что в различных 
системах доставки биоактивных молекул все чаще 
используются разные антителоподобные моле-
кулы [4]. Для вируса SARS-CoV-2 в качестве бел-
ка-мишени можно выбрать крайне необходимый 
для сборки вирусного капсида нуклеокапсидный 
белок, или N-белок [5–7]. К этому белку высокое 
сродство имеет полученная ранее антителоподоб-
ная молекула, монободи (NC2) [8]. Ранее мы раз-
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работали модульные нанотранспортеры (МНТ), 
содержащие в своем составе данное монободи 
и способные связываться в клетках-мишенях с 
N-белком [9], в настоящей работе обозначаемые 
как МНТ0. Следующий вариант МНТ, МНТ1, от-
личался от МНТ0 тем, что в него была дополни-
тельно включена аминокислотная последователь-
ность DPETGEYL (далее  –  Е3ВР), способная с 
высоким сродством связывать убиквитинлигазу 
Keap1 [10]. Мы предположили, что связывание 
МНТ1 одновременно с Keap1 и N-белком будет 
приводить к деградации N-белка как следствие 
его убиквитинирования [11]. В состав МНТ1, так 
же как и у МНТ0, был внесен сайт для отщепления 
Е3ВР-монободи от МНТ1 в закисляемых эндоци-
тозных компартментах. Настоящая работа посвя-
щена как изучению взаимодействия МНТ1 и рас-
щепленного МНТ1 с N-белком в растворе, так и 
влиянию МНТ1 на содержание N-белка в клетках 
А549, временно экспрессирующих этот белок. 

Наработку и очистку N-белка и МНТ0 прово-
дили, как это описано в [9]. Сайт-специфическим 
мутагенезом из МНТ, описанного ранее [9], полу-
чили ген, кодирующий МНТ следующего состава: 
affibody(EGFR)-HisTag-DTox-HMP-FKFL-E3BP-
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NC2, где affibody(EGFR) – аффибоди к рецептору 
эпидермального фактора роста, DTox – транслока-
ционный домен дифтерийного токсина, HMP – ге-
моглобиноподобный белок E. coli, FKFL  –  сайт 
расщепления эндосомной протеазой катепсином 
В, E3BP  –  аминокислотная последовательность, 
привлекающая Е3-лигазу Keap1 и NC2 – монободи 
к N-белку. Экспрессию МНТ1 проводили в штам-
ме E.coli Ros(DE3)pLysS. Автоиндукцию экспрес-
сии МНТ1 проводили инкубацией в течение 48 ч  
при 18 °C. МНТ1 выделяли из растворимой фракции 
[12], а затем очищали аффинной хроматографией 
на носителе HisTrap FF (Cytiva). Денатурирующий 
электрофорез в полиакриламидном геле продемон-
стрировал достаточную степень чистоты получен-
ного МНТ1 (86.6%). 

Для получения расщепленного МНТ1 инкуби-
ровали 4 мкМ МНТ1 с 4 мкг/мл активированно-
го катепсина В (Native human Cathepsin B protein 
(ab90387, Abcam)). Активацию катепсина В прово-
дили, как описано в [14]. Расщепление МНТ1 про-
водилось при рН 5.5 с добавлением 0.001% SDS, 
чтобы избежать агрегации МНТ1. Взаимодействие 
МНТ1 и расщепленного МНТ1 с N-белком изуча-
ли так же, как описано в [13], методом термофоре-
за на приборе Monolith NT.115 Series (NanoTemper 
Technologies GmbH, Германия) в буфере 10 мМ 
NaH2PO4, 150 мМ NaCl, pH 8.0. N-белок был по-
мечен флуоресцентным красителем AF488, как это 
описано в [13] и с той же степенью модификации. 
Трансфекция клеток А549 плазмидой (3–4% транс-
фицированных клеток), кодирующей N-белок, 

слитый с флуоресцентным белком mRuby3, осу-
ществлялась по [13].

При фиксированной концентрации N-белка, 
меченного AF488, (5 нМ) методом термофоре-
за были получены зависимости относительной 
флуоресценции (за 100% принята флуоресцен-
ция до начала термофореза) через 20 с после на-
чала термофореза от концентрации МНТ1 (рис. 
1, квадраты) или расщепленного МНТ1 (см. рис. 
1, полые треугольники). Для каждого экспери-
мента получали три-четыре такие зависимости, и 
весь эксперимент повторяли три-четыре раза. По 
каждой кривой определяли константу диссоциа-
ции комплекса МНТ1 или расщепленного МНТ1 с 
N-белком, ее усредняли по всем 12–17 кривым и 
определяли относительную ошибку ее измерения. 
Константы диссоциации комплексов МНТ1 или 
расщепленного МНТ1 с N-белком составили 47 ± 
3 и 17 ± 4 нМ соответственно. Для расщепленного 
МНТ1 это значение близко к константе для сво-
бодного монободи NC2 (6.7 нМ [8]). Таким обра-
зом, расщепление МНТ1 катепсином В приводит 
к увеличению его сродства к N-белку приблизи-
тельно в три раза. 

За процессом деградации слитого белка 
N-mRuby3 в клетках А549 с временной экспрес-
сией данного белка наблюдали с использовани-
ем проточной цитофлуориметрии на приборе 
MACSQuant Analyzer (Miltenyi Biotec, Франция) в 
канале флуоресценции 571–601 нм, флуоресцен-
цию возбуждали лазером с длиной волны 561 нм. 
Клетки с временной экспрессией белка N-mRuby3 
инкубировали с 500 нМ МНТ1 или МНТ0 в течение 
заданного времени, отмывали, снимали с подлож-
ки и изучали в канале флуоресценции mRuby3 на 
проточном цитофлуориметре. На рис. 2 показа-
на зависимость флуоресценции клеток А549 от 
времени инкубации с МНТ1 или МНТ0. На 5 ча-
сов средняя флуоресценция клеток А549 досто-
верно (р < 0.05, U-критерий Манна Уитни) ниже 
в случае, когда клетки инкубировали с МНТ1, по 
сравнению с инкубацией с МНТ0. Уменьшение 
флуоресценции mRuby3 можно связать с деграда-
цией слитого белка N-mRuby3. Полученные дан-
ные позволяют сделать вывод о том, что включе-
ние в разработанные нами МНТ аминокислотной 
последовательности, привлекающей Е3-лигазу 
Keap1, может приводить к деградации N-белка в 
клетках-мишенях.

Как мы показали ранее, отщепление монободи 
от МНТ0 приводит к существенному уменьшению 
константы диссоциации комплекса N-белка с этим 
монободи (с 116 ± 20 до 10 ± 3 нМ) [9]. В настоящей 
работе заметное увеличение сродства наблюдается 
и для МНТ1 (константа диссоциации уменьшается с 
47 ± 3 до 17 ± 4 нМ). Иными словами, отщепленный 

Рис. 1. Зависимости относительной интенсивности 
флуоресценции (за 100% принята интенсивность 
флуоресценции до начала термофореза) через 20 с 
после начала термофореза от концентрации МНТ1 
или расщепленного МНТ1 при постоянной концен-
трации N-белка, меченного AF488 (5 нМ). Указана 
стандартная ошибка определения относительной 
интенсивности флуоресценции (14–17 повторов). 
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фрагмент в клетке-мишени будет взаимодейство-
вать с N-белком заметно лучше, чем полноразмер-
ный МНТ. Известно, что конкурентное взаимодей-
ствие с N-белком потенциально способно нарушить 
весь процесс сборки новых вирусных частиц [15], а 
значит, подавить распространение вируса в орга-
низме. В настоящей работе на это воздействие на 
N-белок накладывается еще его вероятная деграда-
ция за счет привлечения к нему E3-лигазы, что, по 
нашему мнению, должно кардинально сказаться на 
сборке вирусного капсида. 

Мы предполагаем, что разработанные МНТ мо-
гут послужить основой для создания новых проти-
вовирусных препаратов против вируса SARS-CoV-2. 
Причем примененный в данной работе подход в 
перспективе может оказаться эффективным против  
не только этого вируса, но и других вирусов.
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Рис. 2. Относительная флуоресценция клеток А549 
(флуоресценция клеток, к которым не добавлялся 
МНТ была принята за 100%) при их инкубации раз-
личные времена с 500 нМ МНТ1 или 500 нМ МНТ0. 
Указаны средние значения с соответствующей сред-
неквадратичной ошибкой (n = 3–9). 
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Modular nanotransporters (MNTs) have been created containing an antibody-like molecule, monobody, to the 
N-protein of the SARS-CoV-2 virus, as well as an amino acid sequence that attracts the E3 ligase Keap1 (E3BP). 
This MNT also included a site for cleavage of the E3BP monobody from the MNT in acidic endocytic compartments. 
It was shown that this cleavage by the endosomal protease cathepsin B leads to a 2.7-fold increase in the affinity 
of the E3BP monobody for the N-protein. Using A549 cells with transient expression of the N-protein fused with 
the fluorescent protein mRuby3, it was shown that incubation with MNT leads to a significant decrease in mRuby3 
fluorescence. It is assumed that the developed MNTs can serve as the basis for the creation of new antiviral drugs 
against the SARS-CoV-2 virus.
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