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В качестве безопасной клеточной системы для тестирования ингибиторов РНК-зависимой РНК-
полимеразы (RdRp) SARS-CoV-2 получена генетическая конструкция, клонированная в вектор 
искусственной бактериальной хромосомы и представляющая собой кДНК вируса, не содержа-
щую генов структурных белков  S, E и M, с двумя блоками репортерных генов. Первый блок, 
представленный люциферазой Renilla reniformis и зелёным флуоресцентным белком (Rluc–GFP), 
находится под контролем CMV-промотора, расположенного перед 5′-нетранслируемым регио-
ном (5′-UTR) SARS-CoV-2. Второй блок репортерных генов представлен люциферазой светлячка 
Photinus pyralis и красным флуоресцентным белком (Fluc–RFP) и находится после последова-
тельности, регулирующей транскрипцию (TRS-N). Такое расположение генов и регуляторных 
последовательностей позволяет оценить уровень ингибирования вирусной RdRp, поскольку 
первый блок репортерных генов может транскрибироваться не только вирусной RdRp, но и 
клеточными полимеразами, в то время как второй блок может транскрибироваться только 
вирусной полимеразой по механизму прерывистой транскрипции, характерной для семейства 
Coronaviridae. Для облегчения поиска нуклеозидных ингибиторов RdRp без создания фосфори-
лированных депо-форм создана клеточная линия Vero  E6_ТК, экспрессирующая тимидинкина-
зу вируса простого герпеса, осуществляющую первую стадию фосфорилирования нуклеозидов 
в  клетке. Проверка способности ряда соединений ингибировать каталитическую активность 
RdRp SARS-CoV-2 позволила впервые обнаружить антивирусную активность у 2′-амино-2′-дез-
оксиаденозина и аденозин-N1-оксида, превышающую активность используемого для лечения 
COVID-19 молнупиравира.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: полноразмерный репликон с двумя репортерами, ингибиторы, РНК-зави
симая РНК-полимераза, SARS-СoV-2, вирусы.

DOI: 10.31857/S0320972524110166 EDN: IJVTPC

Принятые сокращения: 5′-UTR  – 5′-нетранслируемый регион; BAC  – Bacterial Аrtificial Сhromosome, бакте-
риальная искусственная хромосома; CMV  – цитомегаловирус; Fluc  – люцифераза светлячка Photinus pyralis; 
GFP  – зелёный флуоресцентный белок; RdRp  – РНК-зависимая РНК-полимераза; RFP  – красный флуоресцент-
ный белок; Rluc  – люцифераза Renilla reniformis; ТК  – тимидинкиназа вируса простого герпеса человека 
первого типа.
* Адресат для корреспонденции.
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ВВЕДЕНИЕ

Пандемия СOVID-19 (СOronaVIrus Disease 2019), 
вызванная новым штаммом бетакоронавируса 
SARS-СoV-2, к концу 2023  г. унесла жизни порядка 
7 млн человек. Для терапии СOVID-19 к настояще-
му времени создан только один специфический 
препарат «Паксловид», в состав которого входят 
ингибитор основной протеазы вируса нирма-
трелвир и ритонавир  [1]. Применяющиеся для 
лечения коронавирусной инфекции препараты 
ремдесивир, фавипиравир и некоторые другие, 
направленные на блокирование РНК-полимеразы 
SARS-СoV-2, не являются специфическими ингиби-
торами этого фермента и оказывают существен-
ное побочное действие. В связи с этим дизайн и 
синтез специфических ингибиторов РНК-поли-
меразы SARS-СoV-2 представляется совершенно 
необходимым.

SARS-CoV-2 относится к семейству (+)РНК-
вирусов Сoronaviridae, для которых характерно 
сложное устройство генома и необычный способ 
синтеза субгеномных РНК, названный прерыви-
стой транскрипцией  [2,  3]. Процесс репликации 
генома и прерывистой транскрипции осуществля-
ется многокомпонентным комплексом вирусных 
неструктурных белков (NSP7–NSP16), называемым 
РНК-зависимой РНК-полимеразой (RdRp). Оба про-
цесса начинаются, когда RdRp связывает 3′-конец 
геномной РНК и начинает синтез комплементар-
ной ей некодирующей цепи (−)РНК. В  процессе 
репликации полимеразный комплекс синтези-
рует полноразмерную цепь (−)РНК, при повтор-
ном прочтении которой синтезируются копии 
геномной (+)РНК. Прерывистая транскрипция 
происходит, когда полимеразный комплекс RdRp 
и растущей цепи РНК диссоциирует от матрицы 
в специальных межгенных участках (transcription 
regulation sequence, TRS), после чего повторно свя-
зывается с комплементарной последовательно-
стью в 5′-нетранслируемой области геномной РНК 
и продолжает синтез. При повторном прочтении 
таких укороченных РНК синтезируются субгеном-
ные РНК, отличающиеся от полноразмерных ге-
номных РНК потерей части кодирующей после-
довательности.

Столь сложный процесс вирусной репли-
кации и прерывистой транскрипции требует 
создания адекватных клеточных моделей этих 
процессов для их изучения и поиска новых инги-
биторов  [4,  5].

Существующие сегодня модели можно услов-
но разделить на два класса. К первым относятся 
полноразмерные вирусные системы, использова-
ние которых возможно только в специализиро-
ванных исследовательских учреждениях, т.к. они 
предполагают работу с инфекционными вирусны-

ми частицами. К примерам таких систем можно 
отнести природные изоляты вируса или векторы 
на основе искусственной бактериальной хромо-
сомы, содержащие полноразмерную кДНК виру-
са  [6]. При трансфекции клеток этим вектором 
РНК-полимераза  II синтезирует РНК SARS-CoV-2, 
после чего становится возможной сборка вирус-
ных частиц и инфекция соседних клеток. Такие 
экспрессионно-компетентные вирусные системы 
могут дополнительно содержать гены репортер-
ных белков, что значительно облегчает их ис-
пользование для скрининга ингибиторов  [7–9].

Ко второй группе моделей относятся псевдо-
вирусные системы и репликоны – безопасные кле-
точные системы, позволяющие проводить тести-
рование соединений без использования вирусных 
частиц  [10–12]. В основе псевдовирусных систем 
лежат векторы на основе кДНК патогена, анало-
гичные описанным выше, из которых, однако, 
удалён один или несколько вирусных генов, что 
делает невозможной сборку новых вирионов в от-
сутствии дополнительного вектора, содержащего 
необходимые гены. При ко-трансфекции клеток 
вектором с модифицированной кДНК и вектором, 
кодирующим структурные вирусные белки, про-
исходит образование псевдовирусных частиц, ко-
торые способны заражать клетки и поддерживать 
репликацию вирусной РНК, однако неспособны к 
генерации новых вирионов. Если же из вирусной 
кДНК удалить все структурные гены и использо-
вать только этот вектор для трансфекции, в клет-
ках не будет происходить сборки псевдовирусных 
частиц, но в них будут идти процессы реплика-
ции и прерывистой транскрипции миниатюри-
зированного генома патогена. Такие системы 
называются репликонами. На данный момент 
создано несколько полноразмерных репликонов 
SARS-CoV-2  [12–15].

К сожалению, разработанные к настоящему 
моменту репликоны SARS-CoV-2 содержат в своём 
составе лишь один блок репортерных генов, что 
существенно ограничивает их применение для 
поиска ингибиторов SARS-CoV-2. Наличие одного 
блока репортеров не позволяет однозначно под-
твердить RdRp в качестве мишени действия ис
следуемых ингибиторов, поскольку репортерные 
гены в указанных конструкциях находятся, как 
правило, под контролем сильного промотора ци-
томегаловируса (CMV). Уровень продукции репор-
тера в таких репликонах зависит от эффектив-
ности работы как клеточной РНК-полимеразы  II 
(этап синтеза (+)РНК вируса/псевдовируса/репли-
кона с ДНК-вектора), так и от эффективности ра-
боты RdRp-комплекса (этап амплификации (+)РНК), 
поэтому невозможно однозначно определить, на 
какой из ферментов подействовало исследуемое 
соединение.
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В настоящей работе описано конструирова-
ние полноразмерного репликона с двумя блоками 
репортерных генов. Первый блок находится под 
контролем CMV-промотора, расположенного пе-
ред 5′-нетранслируемым регионом (5′-UTR) SARS-
CoV-2. Второй блок репортерных генов находится 
после последовательности, регулирующей тран-
скрипцию (TRS-N). Такое расположение генов и  
регуляторных последовательностей позволяет оце
нить уровень ингибирования вирусной RdRp, по-
скольку второй блок репортерных генов может 
транскрибироваться только вирусной полимера-
зой по механизму прерывистой транскрипции, 
характерной для семейства Coronaviridae. Нали-
чие двух блоков репортеров позволяет, помимо 
скрининга ингибиторов RdRp, также всесторонне 
изучать воздействие различных клеточных фак-
торов на стадии прерывистой транскрипции и 
репликации вируса.

С использованием разработанной системы 
был проведён анализ серии соединений в каче-
стве потенциальных ингибиторов полимеразной 
активности RdRp SARS-CoV-2 и впервые показано, 
что модифицированные производные аденозина, 
2′-амино-2′-дезоксиаденозин, аденозин-N1-оксид 
и 3′-О-метиладенозин, способны подавлять актив-
ность RdRp SARS-CoV-2.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Олигонуклеотиды (последовательность 5′–3′) 
были синтезированы амидофосфитным методом 
компанией «Евроген» (Москва, Россия):

•	 CMV_seq  (ATTCAAATATGTATCCG);
•	 nsp1_rev  (TTCTCGTTGAAACCAGGG);
•	 nsp2_fw  (GGGTTGAAAAGAAAAAGCTTGATG);
•	 nsp2_rev  (GAAGTTTCACCACAATGATCAC);
•	 nsp3_rev  (AAACATCAAATTCGTTTGATGTACTG);
•	 nsp3_rev  (GTGTGGCCAACCTCTTC);
•	 nsp6_fw  (CCGCTACTTTAGACTGACTCTTG);
•	 nsp7_rev  (AGACTACTGATGTGCACTTTAC);
•	 nsp13_seq3  (CCAACTCAAACTGTTGATTCATC);
•	 nsp13_rev  (CAAGACTTGTAAATTGCAACTTGT);
•	 nsp16_seq1  (GTGATAGTGCAACATTACCTAAAG);
•	 Nprot_rev  (CGCTGATTTTGGGGTCC);
•	 mScarlett_fw  (GGCATGGACGAGCTG);
•	 m13_fw  (GTAAAACGACGGCCAGT);
•	 pJet1.2_fw  (CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC);
•	 pJet1.2_rev  (AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG);
•	 F1_fwd  (GGCTACGGTCTCAATCTCGTTACATAACTT

ACGGTAAATG);
•	 F1_rev  (GGCTACGGTCTCGGATAGACAGATCGAAT

TCTACCCATAAAGCC);
•	 F2_fwd  (GGCTACGGTCTCGTATCCAGTTGCGTCACC

AAATG);
•	 F2_rev  (GGCTACGGTCTCGAATGTCTCCTACAACTT

CGGTAGTTTTC);
•	 F3_fwd  (GGCTACGGTCTCGCATTATACTTAAACCA

GCAAATAATAG);
•	 F3_rev  (GGCTACGGTCTCGCTGACATTTTAGACTGT

ACAGTGGCTACTTTGATAC);
•	 F4_fwd  (GGCTACGGTCTCGTCAGATGTAAAGTGCA

CATC);
•	 F4_rev  (GGCTACGGTCTCCTCTCTATCAGACATTATG

CAAAG);
•	 F5_fwd  (GGCTACGGTCTCCGAGATCTTTATGACAA

GTTGCAATTTAC);
•	 F5_rev  (GGCTACGGTCTCCTAGTTTGTTCGTTTAGT

TGTTAACAAGAACATCAC);
•	 F6_fwd  (GGCTACGGTCTCCACTAAAATGTCTGATA

ATGGAC);
•	 F6_rev  (GGCTACGGTCTCGTAATTAAGATACATTGA

TGAGTTTGGACAAAC);
•	 nsp12_D760A_D761A_fw  (ATACTCTCTGCCGCTGC

TGTTGTG);
•	 nsp12_D760A_D761A_rev  (CATCATTGAGAAATGT

TTACG).
Плазмиды. pJET1.2/blunt («Thermo Fisher Sci

entific», США)  – промежуточный вектор, в кото-
рый были клонированы 6  фрагментов генома 
SARS-CoV-2, используемые при сборке полнораз-
мерного репликона вируса. pBAC-lacZ (#13422, 
«Addgene», США)  – искусственная бактериальная 
хромосома, вектор, используемый для получения 
и наработки в клетках E.  coli полноразмерного 
репликона SARS-CoV-2.

Полимеразная цепная реакция. Аналити-
ческую амплификацию проводили при концен-
трации праймеров 0,4  мкМ с использованием 
готовой смеси для ПЦР 5х  ScreenMix («Евроген»). 
Препаративную амплификацию всех фрагментов 
ДНК проводили при концентрации праймеров 
0,5  мкМ в буфере 1×  Phusion HF или 1×  Phusion 
GC с помощью ДНК-полимеразы Phusion Hot Start  II 
High-Fidelity («Thermo Fisher Scientific», США) или  
в буфере 1×  Q5  High-Fidelity  Master  Mix («New Eng
land Biolabs», США). Концентрация dNTP состав-
ляла 0,25  мМ. В зависимости от свойств матрицы 
концентрацию диметилсульфоксида (DMSO) варь-
ировали от 0% до 10%. Полученные фрагменты 
ДНК были клонированы в промежуточный век-
тор pJET1.2 с использованием набора CloneJET PCR 
Cloning Kit, согласно протоколу производителя 
(«Thermo Fisher Scientific»).

Клонирование Golden Gate. 6 фрагментов ге-
нома SARS-CoV-2, находящихся в промежуточных 
векторах (pJET1.2), клонировали в искусственную 
бактериальную хромосому. Реакцию клонирова-
ния методом Golden Gate проводили с помощью 
набора NEBridge Golden Gate Assembly Kit. В реак-
ционную смесь добавляли 6  фрагментов генома 
и  вектор ВАС (Bacterial Аrtificial Сhromosome, бак-
териальная искусственная хромосома), смесь эн-
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донуклеазы BsaI-HFv2 и T4 ДНК-лигазы, после чего 
смесь помещали в термоциклер. В термоциклере 
устанавливалась следующая программа: {37  °C, 
5  мин  →  16  °C, 5  мин}  ×  30  →  55  °C, 5  мин. После 
термоциклирования смесь использовали для 
трансформации компетентных штаммов E.  coli 
TransforMax EPI300 («LGC Biosearch Technologies», 
Великобритания).

Наработка конструкций репликона произво-
дилась в специальном штамме E. coli TransforMax 
EPI300, в котором возможно индуцированное уве-
личение копийности вектора. После трансформа-
ции клетки рассевали на твёрдую среду (2,5%-ная 
LB, 1,5%-ный агар) с хлорамфениколом (12,5 мкг/мл) 
и оставляли на 36–48  ч при 30  °C. Далее, материал 
колоний переносили в жидкую среду (2,5%-ная LB, 
12,5  мкг/мл хлорамфеникола) и растили 12  ч при 
30  °C, затем разбавляли до оптической плотно-
сти 0,3–0,4 и индуцировали репликацию целевой 
конструкции 2  мМ L-арабинозой в течение 6  ч 
при  30  °C. Конструкции выделяли в соответствии 
с протоколами наборов для выделения ДНК.

Мутагенез активного центра NSP12 произ-
водился на конструкции pJet1.2_F4 с использова-
нием полимеразы Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 
(«NEB», США). Для дизайна мутагенезных прайме-
ров nsp12_D760A_D761A_fw и nsp12_D760A_D761A_
rev было использовано онлайн-ПО NEBaseChanger 
(https://nebasechanger.neb.com).

Секвенирование фрагментов для проверки 
последовательностей проводилось компанией 
ЦКП «Геном», подготовка образцов производилась 
в соответствии с протоколами компании. Анализ 
хроматограмм секвенирования проводился в ПО 
SnapGene Viewer.

Культивирование эукариотических клеток. 
Клетки Vero  E6 культивировали в среде DMEM 
(«Gibco», США), содержащей 10%-ную эмбрио-
нальную бычью сыворотку (FBS), пенициллин 
(100 ед./мл) и стрептомицин (100 мкг/мл) («Invitro
gen», США) при температуре 37  °C в атмосфере 
5%  CO2.

Получение клеточной линии, стабильно 
экспрессирующей тимидинкиназу вируса про-
стого герпеса человека первого типа. Клетки ли-
нии Vero  E6 были трансдуцированы лентивирус-
ными векторами, кодирующими в своём геноме 
тимидинкиназу вируса простого герпеса человека 
первого типа (HSV-TK), а также гены селектив-
ных маркеров  – зелёного флуоресцентного белка 
(GFP) и устойчивости к пуромицину. Для отбора 
положительных клонов прибегали к помощи сор-
тировки GFP+ клеток на проточном цитофлуори-
метре BD FACSAria  III. Полученную клеточную 
линию Vero  E6_TK поддерживали на среде, со-
держащей пуромицин в концентрации 6 мкг/мл,  
и использовали для дальнейших экспериментов.

Проверка способности аналогов нуклеози-
дов фосфорилироваться в клетках Vero  E6_TK. 
За сутки до тестирования клетки Vero  E6 или 
Vero  E6_TK рассеивали в 48-луночный планшет. 
Клетки трансдуцировали VSV-G-псевдотипиро-
ванным репликативно-некомпетентным ленти-
вирусом на основе генома ВИЧ-1 в присутствии 
зидовудина (3′-азидо-3′-дезокситимидин) или аци-
кловира (2-амино-9-((2-гидроксиэтокси)метил)-
1,9-дигидро-6H-пурин-6-он) в концентрациях 
0–50  мкМ при 1%-ной концентрации DMSO. Через 
24  ч после трансдукции в клетках измеряли уро-
вень экспрессии люциферазы светлячка (Photinus 
pyralis) с помощью набора Luciferase Assay System 
(«Promega», США). Люминесцентный сигнал детек-
тировали с помощью прибора BioTek Synergy H1 
Multimode Reader («Agilent», США).

Тестирование низкомолекулярных соедине-
ний с использованием клеточной системы для 
изучения репликации SARS-CoV-2. Для тести-
рования использовали: аденозин-N1-оксид  [16], 
3′-О-метиладенозин  [17], 2′-амино-2′-дезоксиаде-
нозин  [18], LN-140  [19], Z876  [20], молнупиравир, 
ацикловир и ставудин (2′,3′-дидегидро-2′,3′-диде-
окситимидин)  – коммерческие препараты.

За сутки до тестирования клетки линии  
Vero  E6 или Vero E6_TK рассевали в лунки 48-луноч-
ного планшета. На следующий день проводили 
трансфекцию клеток конструкцией полнораз-
мерного репликона SARS-CoV-2 с использованием 
реагента Lipofectamine  3000 («Thermo Fisher Sci
entific»), согласно протоколу производителя. Через 
6  ч после трансфекции исходную среду заменяли 
на среду, содержащую тестируемое соединение 
в концентрациях 0–50  мкМ при концентрации 
DMSO  1%. Эффективность ингибирования оце-
нивали по изменению сигнала люминесценции 
от люцифераз рениллы и светлячка. Измерение 
люминесцентного сигнала проводили через 48  ч 
после трансфекции.

Определение активности люцифераз ренил-
лы и светлячка. Активность люциферазы ренил-
лы (Renilla reniformis) и люциферазы светлячка 
(Photinus pyralis) измеряли с помощью набора 
Dual-Luciferase Reporter Assay System («Promega»). 
Люминесцентный сигнал детектировали с помо-
щью прибора BioTek Synergy H1 Multimode Reader 
(«Agilent»).

MTT-тест. За сутки до тестирования клетки 
линии Vero  E6 или Vero  E6_TK рассевали в лун-
ки 96-луночного планшета. На следующий день 
культуральную среду заменяли на среду, содер-
жащую тестируемое соединение в концентраци-
ях 0–50  мкМ при концентрации DMSO  1%. Через 
48  ч к клеткам добавляли 10  мкл MTT-реагента в 
концентрации 5  мг/мл. Далее, планшет помещали 
на 2  ч в CO2-инкубатор. Через два часа от клеток 

https://nebasechanger.neb.com
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отбирали среду и добавляли 100  мкл 100%-ного 
DMSO. Затем, после полного растворения выпав-
ших кристаллов, измеряли поглощение получен-
ного раствора с помощью прибора BioTek Synergy 
H1 Multimode Reader («Agilent») при длине вол-
ны  590  нм.

Графическое представление результатов. 
Результаты обсчитывали в ПО Excel. Для ви-
зуализации результатов съёмки люцифераз и  
МТТ-теста использовалось ПО GraphPad Prizm 9.5.1.

Статистический анализ данных. Все экспе-
рименты проводили минимум в трёх биологиче-
ских повторах. Для сравнения двух групп исполь-
зовали парный Т-тест, предполагая нормальное 
распределение данных.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Создание полноразмерного репликона SARS-
CoV-2 с двумя блоками репортерных генов. Для 
создания полноразмерного репликона, кодирую-
щего два блока репортерных генов, предложена 
следующая схема (рис.  1). Последовательность 
модифицированного генома SARS-CoV-2, не содер-
жащего генов структурных белков  S, E и M, на-
чинающаяся с 5′-UTR, находится под контролем 
промотора CMV. Остальные гены коронавируса и 
последовательности репортеров фланкированы 
классическими регуляторными областями SARS-
CoV-2: 5′-UTR и 3′-UTR. За 5′-UTR следует последо-
вательность полипротеина ORF1ab, включающая 
первый блок репортерных генов, размещённый 
между неструктурными белками (NSP) NSP1 и 
NSP2. Данный блок включает в себя ген устой-
чивости к бластицидину и ген, кодирующий два 
слитых белка, Rluc (люцифераза Renilla reniformis) 
и GFP, которые отделены от последовательностей 
неструктурных белков SARS-CoV-2 пептидами Р2А, 
Т2А и Е2А, вызывающими пропуск образования 

пептидной связи в процессе трансляции  [21]. 
Последние необходимы для правильного синтеза 
как NSP1 и NSP2, так и белков первого репортер-
ного блока. Сразу после последовательности по-
липротеина ORF1ab следует последовательность 
TRS-N и ген белка  N. Несмотря на то что в геноме 
вируса после ORF1ab находится последователь-
ность TRS-S и ген белка  S, в литературе показано, 
что размещение на этом месте гена белка  N не 
нарушает процесс эффективного образования суб-
геномных РНК [22]. За геном белка  N размещается 
последовательность второго репортерного блока, 
представленная геном слитых белков Fluc (люци-
фераза светлячка Photinus pyralis) и RFP (красный 
флуоресцентный белок). Второй блок также отде-
лён от гена белка N последовательностью пептида 
Р2А. После гена белков Fluc–RFP находятся после-
довательности 3′-UTR, рибозим вируса гепатита  D 
(Rz) и сигнал полиаденилирования SV40 poly(А). 
Наличие рибозима, который катализирует разрыв 
цепи РНК между последним нуклеотидом генома 
коронавируса и первым нуклеотидом рибозима, 
позволяет получить РНК, содержащую 3′-конце-
вую последовательность, полностью идентичную 
вирусной, что важно для успешной репликации 
и транскрипции вирусной РНК  [23]. Наличие 
двух блоков репортерных генов позволяет не 
только оценивать уровень ингибирования RdRp 
и эффективность протекания прерывистой тран-
скрипции, но и осуществлять поиск клеточных 
факторов, участвующих в процессе репликации 
и транскрипции SARS-CoV-2 (рис.  2).

Для получения описанного выше репликона 
был использован метод клонирования Golden Gate. 
Предварительно была проведена ПЦР с коронави-
русной кДНК, а также с генов необходимых репор-
терных белков, и были получены 6  фрагментов 
для сборки полноразмерного репликона (рис.  1). 
Эти фрагменты, каждый по отдельности, были 
клонированы в промежуточный вектор  pJET1.2. 

Рис. 1. Модель полноразмерного репликона SARS-CoV-2 с двумя блоками репортерных генов. Первый блок 
репортерных генов Rluc–GFP расположен внутри ORF1a под контролем промотора CMV, второй блок Fluc–
RFP расположен между геном белка  N и 3′-UTR и может транскрибироваться только вирусной RdRp с помо-
щью механизма прерывистой транскрипции. Ниже приведена схема 6 фрагментов кДНК вируса, из которых 
производилась сборка полноразмерного репликона и клонирование в плазмиду pBAC_lacZ с использованием 
Golden Gate-подхода
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Рис.  2. Схема функционирования репликона. Экс-
прессия первого репортера (Rluc) может происхо-
дить как за счёт транскрипции с векторной ДНК 
(BAC) клеточной РНК-полимеразой  II (RNAPII), так и 
за счёт репликации вирусной РНК под действием 
RdRp. Второй репортер (Fluc) может транскрибиро-
ваться только вирусной RdRp через механизм пре-
рывистой транскрипции

Сборка производилась с использованием 7  фраг-
ментов, т.к., помимо описанных 6  фрагментов 
кДНК вируса, в качестве вектора использовалась 
плазмида pBAC_lacZ.

В качестве вектора была выбрана ВАС, по-
скольку такой тип вектора позволяет нарабаты-
вать большие генетические конструкции, содер-
жащие токсичные для E.  coli последовательности. 
В процессе получения полноразмерного репли-
кона в бактериальных клетках мы столкнулись 
с проблемой плохой наработки конструкции в 
штамме E.  coli XL1 Blue, что, вероятно, было свя-
зано как с недостаточно эффективной трансфор-
мацией клеток ввиду большого размера конструк-
ции, так и с крайне низкой копийностью ВАС. 
Для решения этой проблемы был использован 
специальный штамм E.  coli TransforMax EPI300, 
позволяющий не только нарабатывать большие 
генетические конструкции, но и контролировать 
число копий вектора на клетку с помощью низ-
комолекулярных индукторов репликации BAC.  
В геноме данного штамма содержится индуци-
бельный мутантный ген trfA, необходимый для 
инициации увеличения числа копий вектора ДНК 
с ориджина репликации oriV в присутствии ин-
дуктора L-арабинозы  [24] Полученную конструк-
цию тестировали с помощью аналитической ПЦР 
с использованием праймеров к концам соединяе-
мых фрагментов, затем последовательность под-
тверждали секвенированием. В результате была 

получена конструкция, соответствующая полно-
размерному репликону REP, представленному 
на  рис.  1.

Помимо этого, для подтверждения функцио-
нальной активности полученного нами репли-
кона REP мы решили создать аналогичную кон-
струкцию с каталитически неактивной RdRp 
(далее REP_mut). Для этого в последовательности 
полимеразной субъединицы (NSP12) RdRp в со-
ставе фрагмента  4 (рис.  1) два аминокислотных 
остатка аспарагиновой кислоты каталитической 
триады активного центра NSP12 были заменены 
на остатки аланина: D760A и D761A. Потеря ката-
литической активности RdRp в результате этих 
замен была показана ранее  [25]. Наличие мута-
ций было подтверждено секвенированием ПЦР-
продукта соответствующего участка гена субъ-
единицы NSP12.

Для корректного сопоставления результатов 
тестирования потенциальных ингибиторов в 
предлагаемой системе с данными, полученными 
в других исследованиях на клетках, инфициро-
ванных SARS-CoV-2, была выбрана клеточная ли-
ния Vero E6. Эта линия является наиболее широко 
используемой в работах по изучению различных 
вирусов из-за отсутствия интерферонового ответа 
в клетках при заражении вирусом  [26,  27].

Репортерные конструкции REP и REP_mut 
доставлялись в клетки с помощью липофекции, 
а спустя 48  ч измерялся уровень экспрессии пер-
вой (Rluc) и второй (Fluc) люцифераз (рис.  3).  
Данная временная точка была выбрана, посколь-
ку в предварительных экспериментах через 24  ч 
сигнал люминесценции был существенно ниже, 
чем через 48  ч. При этом уровень сигнала через 
72  ч не изменялся по сравнению с 48  ч (данные 
не  представлены). Как и ожидалось, уровень пер-
вой люциферазы значительно превосходил уро-
вень второй люциферазы, которая не могла син-
тезироваться клеточными РНК-полимеразами,  

Рис. 3. Сравнение уровней экспрессии люцифераз 
рениллы (Rluc) и светлячка (Fluc) в клетках Vero  E6, 
трансфицированных репликонами REP и REP_mut. 
Представлены средние значения по результатам 
не менее 3 экспериментов ± стандартное отклонение
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Рис. 4. Проверка ингибирующей активности зидовудина  (а) и ацикловира  (б) в клеточных линиях Vero  E6 
(сплошная линия) и Vero  E6_TK (пунктирная линия), трансдуцированных репликативно-некомпетентным 
вектором на основе ВИЧ-1, кодирующим репортерный белок  – люциферазу светлячка. Представлены сред-
ние значения по результатам не менее 3  экспериментов  ± стандартное отклонение

а только RdRp SARS-CoV-2. Важно также, что уро-
вень экспрессии обеих люцифераз при транс-
фекции репортером REP_mut с каталитически 
неактивной RdRp был значительно ниже, чем в 
случае репортера REP с полностью функциональ-
ной RdRp. Уровень экспрессии второй люцифе-
разы в случае мутантного репортера был нена-
много выше фона, что однозначно указывало на 
отсутствие транскрипции Fluc клеточными РНК-
полимеразами.

Сравнение уровней экспрессии люцифераз из 
обоих репортерных блоков однозначно показало, 
что закодированная в репликоне REP полимераза 
функционально активна и способна осуществлять 
как репликацию, так и прерывистую транскрип-
цию вирусной РНК, продуктами которых являют-
ся люциферазы Rluc и Fluc соответственно.

Оптимизация безопасной клеточной си-
стемы для тестирования потенциальных нук-
леозидных ингибиторов RdRp SARS-CoV-2. Нук-
леозидные ингибиторы  – соединения, имеющие 
структурное сходство с природными нуклеозида-
ми, которые воспринимаются вирусным репли-
кативным аппаратом как субстрат для синтеза 
нуклеиновой кислоты. Для встраивания в расту-
щую цепь нуклеиновой кислоты эти соединения 
должны быть трижды фосфорилированы клеточ-
ными киназами с образованием соответствующих 
нуклеозид-5′-трифосфатов. Если второй и третий 
акт фосфорилирования происходит под действием 
клеточных ферментов независимо от структуры 
нуклеозида, то первый этап фосфорилирования 
является определяющим для активации соедине-
ния и строго зависит от способности клеточных 
нуклеозидкиназ распознавать структуры ингиби-
торов. Спектр соединений, которые являются суб-
стратами для клеточных нуклеозидкиназ, ограни-
чен, поэтому многие нуклеозидные ингибиторы, 
применяемые в медицинской практике, исполь-
зуют в виде депо-форм  – модифицированных 

нуклеозидов, содержащих модифицированный 
определённым образом первый фосфат. Однако 
из-за увеличения стоимости синтеза создание  
депо-форм для всех соединений, используемых для  
скрининга в качестве потенциальных ингибито
ров, является нецелесообразным. Вместе с тем 
при непосредственном тестировании модифици-
рованных нуклеозидов в качестве ингибиторов 
есть риск ложноотрицательных результатов, что 
сужает спектр потенциальных ингибиторов.

Для решения проблемы «первого фосфорили-
рования» нами была создана клеточная линия, 
в геноме которой содержится ген тимидинкиназы 
вируса простого герпеса человека первого типа 
(ТК). Этот фермент обладает относительно низкой 
субстратной специфичностью и может фосфори-
лировать достаточно широкий набор модифици-
рованных нуклеозидов  [28].

Для встраивания гена ТК в геном клеток 
Vero  E6 была проведена трансдукция клеток лен-
тивирусным вектором, в котором закодирован ген 
ТК, а также селективные маркеры  – ген устойчи-
вости к пуромицину и GFP. После трансдукции для 
очистки ТК-позитивных клонов клетки подверга-
ли сортировке по наличию флуоресценции GFP, 
слитого с ТК. В результате были получены клетки 
Vero E6_TK, стабильно экспрессирующие ТК.

Способность аналогов нуклеозидов фосфори-
лироваться в полученных клетках проверяли с 
помощью функционального теста. Для этого клет-
ки линии Vero  E6 и Vero  E6_TK трансдуцировали 
VSV-G-псевдотипированным репликативно-неком-
петентным лентивирусным вектором на основе 
ВИЧ-1 (модель ранних этапов репликации ВИЧ-1), 
кодирующим люциферазу светлячка под контро-
лем CMV-промотора, в присутствии различных 
концентраций известного нуклеозидного ингиби-
тора ВИЧ-1 – зидовудина (3′-азидо-3′-дезокситими-
дин) или ацикловира (2-амино-9-((2-гидроксиэто
кси)метил)-1,9-дигидро-6H-пурин-6-он), который 
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Рис. 5. Структуры исследованных соединений

фосфорилируется только ТК вируса герпеса, но 
не клеточными киназами, что не позволяет ему 
проявлять антиретровирусную активность в от-
ношении ВИЧ-1 в обычных клетках. Через 24  ч 
анализировали уровень люминесценции, кото-
рый коррелирует с эффективностью протекания 
ранних этапов репликации ВИЧ-1 (рис.  4). Зидо-
вудин был практически одинаково активен в 
обеих клеточных линиях (IC50 составили порядка 
0,4  мкМ в обоих случаях), в то время как ацикло-
вир, практически неактивный в клетках Vero  E6, 
эффективно ингибировал экспрессию лентивирус-
ного вектора в клетках Vero E6_TK (IC50 составили 
более 100  мкМ и 0,8  мкМ соответственно). Полу-
ченные данные подтвердили, что нам удалось по-
лучить линию, стабильно экспрессирующую ТК. 
Отсутствие различий в значениях IC50 для зидо-
вудина можно объяснить тем, что данный нук-
леозид в клетках Vero  E6 достаточно эффективно 
фосфорилируется клеточными киназами, хотя в 
других линиях клеток его активность существен-
но возрастала в присутствии ТК вируса простого 
герпеса  [28].

С учётом полученных результатов тестирова-
ние потенциальных нуклеозидных ингибиторов 
RdRp SARS-CoV-2 проводилось нами не только на 
клеточной линии Vero  E6, но и на полученной 
линии Vero  E6_TK.

Тестирование потенциальных ингибито-
ров RdRp SARS-CoV-2 в безопасной клеточной 
системе с использованием сконструированного 
полноразмерного репликона. Для данного иссле-
дования была выбрана серия из 6 модифицирован-
ных нуклеозидов  – молнупиравир (5′-дезокси-5′-
изобутирил-N4-гидроксицитидин), ацикловир 
(2-амино-9-((2-гидроксиэтокси)метил)-1,9-дигид-
ро-6H-пурин-6-он), ставудин (2′,3′-дидегидро-2′,3′-
дидеокситимидин), 2′-амино-2′-дезоксиаденозин, 
аденозин-N1-оксид, 3′-О-метиладенозин  – и двух 
соединений ненуклеозидной природы: LN140, 
Z876 (рис.  5). В первую очередь была проверена 
цитотоксичность всех соединений с помощью 
МТТ-теста, который показал, что исследуемые со-
единения не оказывают значительного цитотокси-
ческого действия на клетки Vero  Е6 и Vero  E6_TK 
в  исследованных концентрациях до 50  мкМ.
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Рис. 6. Результаты тестирования способности соединений – молнупиравира  (а), ацикловира  (б), 2′-аденозин-
N1-оксида  (в), амино-2′-дезоксиаденозина  (г), 3′-О-метиладенозина  (д), ставудина  (е), LN140  (ж) и Z876  (з)  – 
ингибировать активность RdRp SARS-CoV-2 при использовании репликона REP в клеточных линиях Vero  E6 
(сплошная линия) и Vero  E6_TK (пунктирная линия). Представлены средние значения по результатам не 
менее 4  экспериментов  ± стандартное отклонение

Анализ способности модифицированных 
нуклеозидов ингибировать репликацию и тран-
скрипцию с репликона REP проверяли на обеих 
клеточных линиях, Vero  Е6 и Vero  E6_TK, а соеди-
нений LN140, Z876  – только на клетках Vero  Е6, 
поскольку они могли выступать только в каче-
стве ненуклеозидных ингибиторов полимеразы, 
для которых фосфорилирование не требуется. 
Полученные результаты представлены на рис.  6 
и в табл.  1.

Молнупиравир, который является модифи-
цированным вариантом N4-гидроксицитидина и 
используется для лечения пациентов, инфициро-
ванных SARS-CoV-2  [29], был использован в каче-
стве контроля пригодности сконструированного 
нами репликона для скрининга потенциальных 
ингибиторов RdRp SARS-CoV-2. В нашей системе 
молнупиравир оказался несколько менее эффек-
тивен (табл.  1), чем в тестах на клетках, инфи-

цированных непосредственно SARS-CoV-2: показа-
тель IC50 варьировал между 0,3  мкМ и 3,5  мкМ в 
зависимости от использованного изолята вируса и  
культуры клеток [29]. Тем не менее молнупиравир 
практически одинаково ингибировал репортер-
ные белки и из первого (Rluc), и из второго (Fluc) 
блоков (табл.  1), т.е. он ингибировал активность 
RdRp и в реакции репликации вирусного генома, 
и в прерывистой транскрипции, результатом 
которой является экспрессия люциферазы Fluc. 
Надо также отметить, что в клетках Vero  E6_TK 
ингибирование происходило более эффективно 
(рис.  6,  а), что подтверждает активность молну-
пиравира как нуклеозидного ингибитора RdRp, 
для которого необходимо фосфорилирование и 
превращение в нуклеозидтрифосфат.

Ацикловир хорошо известен как ингибитор 
герпесвирусов  [30,  31] и никогда не применялся 
для подавления SARS-CoV-2. И действительно, 
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Таблица 1. Ингибирующая активность исследуемых соединений (IC50) в реакциях репликации вирусной 
РНК (экспрессия Rluc) и прерывистой транскрипции (экспрессия Fluc) при использовании репликона REP в 
клеточных линиях Vero  E6 и Vero  E6_TK

Название

Значения IC50*, мкМ

Rluc Fluc

Vero  E6 Vero  E6_TK Vero  E6 Vero  E6_TK

Молнупиравир 25  ±  6 10  ±  2 29  ±  7 10  ±  3

Ацикловир >  100 40  ±  10 >  100 11  ±  3

Аденозин-N1-оксид 9  ±  3 6  ±  2 14  ±  5 6  ±  2

2′-Амино-2′-дезоксиаденозин 8  ±  2 8  ±  2 6  ±  2 5  ±  1

3′-O-метиладенозин 70  ±  20 31  ±  9 28  ±  8 15  ±  4

Ставудин >  100 >  100 >  100 >  100

LN140 37  ±  11 н.д.** >  100 н.д.

Z876 45  ±  13 н.д. >  100 н.д.
* Представлены средние значения по результатам не менее 4  экспериментов  ± стандартное отклонение.
** н.д.  – нет данных.

в клетках Vero E6 он был практически не активен 
в отношении репликона REP. Однако в клетках 
Vero  E6_TK он оказался способен ингибировать 
RdRp SARS-CoV-2 (рис.  6,  б), хотя и значительно 
менее эффективно, чем молнупиравир (табл.  1).

Аденозин-N1-оксид и 2′-амино-2′-дезоксиаде-
нозин ранее никогда не тестировались в качестве 
ингибиторов SARS-CoV-2, но оба оказались актив-
ными ингибиторами вирусной RdRp (рис.  6,  в, г 
соответственно). Они практически одинаково ин-
гибировали экспрессию обеих репортерных люци-
фераз (табл.  1). Интересно при этом, что наличие 
в клетках ТК несколько усиливало ингибиторное 
действие аденозин-N1-оксида, но при этом никак 
не влияло на активность 2′-амино-2′-дезоксиаде-
нозина.

3′-О-метиладенозин также оказался способен 
ингибировать RdRp SARS-CoV-2 (рис.  6,  д), однако 
эффективность его ингибирующего действия ока-
залась ниже, чем у двух предыдущих аналогов 
аденозина. Надо отметить, что 3′-О-метиладено-
зин сильнее влиял на эффективность прерыви-
стой транскрипции, чем репликации, поскольку 
в его присутствии уровень люминесценции Fluc 
снижался сильнее, чем для Rluc (табл.  1). Кроме 
того, в клетках Vero  E6_TK ингибирование под 
действием 3′-О-метиладенозина происходило бо-
лее эффективно, что указывает на его действие 
как нуклеозидного ингибитора RdRp.

В отличие от трёх предыдущих соединений 
ставудин является производным тимидина, спо-
собным эффективно ингибировать РНК-зависи-
мую ДНК-полимеразу ВИЧ-1 [32]. Однако ставудин 

оказался неспособен достоверно снижать уровень 
ни одной из люцифераз (рис.  6,  е). Исследование 
на клетках Vero E6_TK также не позволило детек-
тировать его ингибирующую активность.

Соединения LN140 и Z876 не являются нук-
леозидами и не могут фосфорилироваться нуклео-
зидкиназами, поэтому их тестировали только на 
линии Vero E6. Оба соединения оказались заметно 
более эффективными ингибиторами экспрессии 
первой люциферазы, Rluc (рис.  6,  ж  и  з соответ-
ственно). Надо отметить, что ингибирующая ак-
тивность LN140 при использовании репликона 
оказалась сравнима с его способностью ингиби-
ровать гибель клеток Vero, индуцированную за-
ражением штаммом PIK35 вируса SARS-CoV-2  [33]. 
Этот результат дополнительно подтверждает 
функциональную активность нашего репликона 
и его применимость для скрининга ингибиторов 
RdRp SARS-CoV-2.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Пандемия инфекционного заболевания 
COVID-19, которое вызывается бетакоронавирусом 
SARS-CoV-2, сделала крайне актуальной разработ-
ку простых и безопасных клеточных систем для 
изучения патогенеза этой вирусной инфекции, 
позволяющих манипулировать геномом вируса, а 
также проводить высокопроизводительный скри-
нинг его потенциальных ингибиторов. В случае 
коронавирусов создание таких систем осложня-
ется крайне большим размером вирусной РНК,  
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составляющим в зависимости от вируса 26–32  ты-
сяч оснований [34]. Тем не менее развитие методов 
молекулярного клонирования позволило работать 
с кДНК коронавирусов и собирать полноразмер-
ные вирусные кДНК из отдельных фрагментов. 
Полученные таким образом генетические систе-
мы сыграли значительную роль в содействии раз-
работке вакцин против SARS-CoV-2 и терапевтиче-
ских средств первого поколения.

Удобным вариантом системы для скрининга 
противовирусных препаратов является полнораз-
мерная кДНК вируса, клонированная в ВАС. Век-
торы на основе ВАС подходят для клонирования 
фрагментов ДНК больших размеров, до 300 тысяч 
п.н. [35]. При размножении в клетках E. coli сохра-
няется только одна или две копии BAC на клет-
ку, что позволяет минимизировать токсичность, 
связанную с присутствием последовательностей 
вирусного генома  [36]. После трансфекции эука-
риотических клеток ВАС-вектором, содержащим 
полноразмерную кДНК вируса, клеточной РНК-
полимеразой синтезируется вирусная РНК и соби-
раются инфекционные вирусные частицы.

Поскольку нам необходимо было создать без-
опасную клеточную систему, которая позволила 
бы проводить скрининг ингибиторов SARS-CoV-2, 
а также исследовать отдельные этапы репликации 
и транскрипции вирусной РНК, для клонирова-
ния в ВАС-вектор была использована не полнораз-
мерная кДНК, а кДНК модифицированного генома 
SARS-CoV-2, не содержащего генов структурных 
белков  S, E и M (рис.  1). Помимо этого, впервые 
в состав репликона был вставлен не один, а два 
блока репортерных генов. Первый блок, представ-
ленный люциферазой Renilla reniformis и зелёным 
флуоресцентным белком (Rluc–GFP), находится 
под контролем CMV-промотора. Второй блок ре-
портерных генов представлен люциферазой свет-
лячка Photinus pyralis и красным флуоресцентным  
белком (Fluc–RFP) и находится после последова-
тельности, регулирующей прерывистую тран-
скрипцию (transcription regulation sequence, TRS), 
характерную для семейства Coronaviridae. При 
синтезе (−)цепи РНК РНК-полимерный комплекс 
диссоциирует от (+)РНК-матрицы в районе TRS, 
связывается в области 5′-UTR и продолжает синтез 
РНК. В некоторых случаях «перескок» РНК-поли-
меразного комплекса возможен и при синтезе 
(+)РНК-цепи; в этом случае комплекс диссоции-
рует от TRS-последовательности, расположен-
ной в 5′-UTR, и вновь гибридизуется с TRS перед 
началом белок-кодирующей последовательно-
сти. Полученные в процессе такой прерывистой 
транскрипции укороченные РНК служат матри-
цей для последующей трансляции неструктур-
ных белков SARS-CoV-2  [5]. В сконструированном 
нами репликоне белки второго блока репортеров 

должны синтезироваться именно с такой уко-
роченной РНК, которая образуется в результате 
работы вирусной RdRp. В то же время экспрессия 
первого репортера, который находится под кон-
тролем CMV-промотора, может происходить как 
в результате репликации вирусной РНК под дей-
ствием RdRp самого вируса, так и в результате 
транскрипции под действием клеточной РНК-по-
лимеразы  II (рис. 2). Соответственно, уровень экс-
прессии люциферазы Rluc из первого репортерно-
го блока должен быть выше уровня экспрессии 
люциферазы Fluc из второго блока. Именно этот 
результат был зафиксирован после трансфекции 
клеток Vero  E6 сконструированным репликоном 
REP (рис.  3). Тем не менее для дополнительной 
проверки функциональной активности закоди-
рованной в репликоне вирусной RdRp нами был 
создан мутантный вариант репликона, REP_mut, в 
котором в активном центре полимеразной субъ-
единицы RdRp (NSP12) произведены замены ами-
нокислот (D760A, D761A) методом сайт-направ-
ленного мутагенеза. Указанные замены, согласно 
литературным данным  [25], приводят к потере ка-
талитической активности RdRp. Трансфекция кле-
ток Vero  E6 репликоном REP_mut показала, что в 
этом случае экспрессия первой люциферазы, Rluc, 
существенно снижена, а второй, Fluc  – практиче-
ски отсутствует (рис. 3). Эти данные подтвердили 
функциональную активность сконструированного 
репликона REP и позволили использовать его 
для скрининга потенциальных ингибиторов 
полимеразы SARS-CoV-2. При этом проверялась 
способность исследуемых соединений подавлять 
экспрессию как первой, так и, главное, второй 
репортерной полимеразы – Fluc, которая является 
продуктом прерывистой транскрипции, осущест-
вляемой вирусной полимеразой.

Существует два типа ингибиторов вирусных 
полимераз: нуклеозидные и ненуклеозидные  [37]. 
Нуклеозидные ингибиторы  – соединения, имею-
щие структурное сходство с природными нук-
леозидами, которые воспринимаются вирусным 
репликативным аппаратом как субстрат для син-
теза нуклеиновой кислоты  – включаются в ра-
стущую цепь нуклеиновой кислоты и нарушают 
репликацию вируса. Для того чтобы полимераза 
могла встроить нуклеозидные ингибиторы в ра-
стущую цепь нуклеиновой кислоты, они должны 
быть предварительно превращены в нуклеозид- 
5′-трифосфаты в результате тройного фосфори
лирования клеточными ферментами.

Ненуклеозидные ингибиторы обычно дей-
ствуют как аллостерические ингибиторы, и 
их связывание вызывает структурные измене-
ния активного центра фермента, приводящие 
к потере его ферментативной активности. Для 
проявления ингибирующего действия никакой 
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дополнительной модификации ненуклеозидным 
ингибиторам не требуется.

Мы использовали соединения как нуклеозид-
ной, так и ненуклеозидной природы для провер-
ки их способности ингибировать функционирова-
ние закодированной в репликоне REP вирусной 
полимеразы. В качестве контрольного нуклеозид-
ного ингибитора использовали молнупиравир, 
встраивание которого в РНК приводит к ошиб-
кам полимеразы при её повторном прохождении 
через сайт включения ингибитора, в результате 
чего происходит изменение нуклеотидной после-
довательности генома вируса  [29]. Учитывая, что 
модифицированные нуклеозиды могут оказаться 
плохими субстратами для клеточных нуклеозид-
киназ, осуществляющих первое фосфорилиро-
вание, мы сконструировали клеточную линию 
Vero  E6_TK, в геноме которой содержится ген ТК. 
Ранее было показано, что наличие ТК в клетке 
повышает способность 3′-азидотимидина ингиби-
ровать репликацию ВИЧ-1  [28].

Молнупиравир практически одинаково инги-
бировал экспрессию обеих люцифераз, при этом 
в клетках Vero  E6_TK ингибирование происхо-
дило более эффективно, чем в клетках Vero  E6 
(рис. 6, а). Это дополнительно подтвердило актив-
ность молнупиравира как нуклеозидного инги-
битора RdRp, для которого необходимо фосфори-
лирование. Убедившись в том, что с помощью 
репликона REP и клеточной линии Vero  E6_TK 
можно не только проверить ингибирующее дей-
ствие соединений, но и достоверно показать 
механизм их действия как нуклеозидных инги-
биторов полимеразы, мы проверили активность 
нескольких модифицированных нуклеозидов: 
ацикловира, 2′-амино-2′-дезоксиаденозина, адено-
зин-N1-оксида, 3′-О-метиладенозина и ставудина 
(2′,3′-дидегидро-2′,3′-дидеокситимидина).

Ацикловир является известным ингибитором 
герпесвирусов, однако в присутствии ТК он спосо-
бен также ингибировать обратную транскриптазу 
ВИЧ-1  [38]. Мы впервые показали, что в клетках 
Vero  E6_TK ацикловир способен ингибировать 
RdRp SARS-CoV-2 (рис.  6,  б), хотя и гораздо менее 
эффективно, чем молнупиравир (табл.  1). В то же 
время в клетках Vero  E6 ацикловир не проявлял 
ингибирующей активности.

Из всех модифицированных аналогов адено-
зина – 2′-амино-2′-дезоксиаденозина, аденозин-N1-
оксида и 3′-О-метиладенозина  – наиболее эффек-
тивным ингибитором экспрессии обеих люцифераз 
оказался 2′-амино-2′-дезоксиаденозин (табл.  1). 
Интересно при этом, что его ингибирующее дей-
ствие не зависело от наличия ТК в клетках. Воз-
можно, наличие 2′-аминогруппы не препятствует 
узнаванию и эффективному фосфорилированию 
этого нуклеозида клеточной аденозинкиназой. 

Аденозин-N1-оксид и 3′-О-метиладенозин также 
оказались ингибиторами RdRp SARS-CoV-2, но их 
ингибирующее действие сильнее проявлялось в 
клетках Vero  E6_TK (табл.  1). Отметим также, что 
ингибирующая активность 3′-О-метиладенозина 
была заметно ниже, чем у двух других аналогов 
аденозина. Способность ингибировать RdRp для 
всех исследованных нами производных аденози-
на была показана впервые. Ранее in  vitro изуча-
лась способность ингибировать действие полиме-
разного комплекса, состоящего из полимеразной 
субъединицы NSP12 и субъединиц NSP7 и NSP8, 
для 5′-трифосфатов 2′-амино-2′-дезоксиуридина и 
3′-О-метилуридина, т.е. аналогов уридина, содер-
жащих такие же модификации, как у исследо-
ванных нами аналогов аденозина. При этом было 
обнаружено, что 2′-амино-2′-дезоксиуридин не яв-
ляется ингибитором полимеразы, а 5′-трифосфат 
3′-О-метилуридина эффективно встраивается в 
РНК и обрывает рост цепи  [39].

Ставудин известен как эффективный ингиби-
тор обратной транскриптазы ВИЧ-1  [40]. В нашем 
исследовании он был выбран, поскольку в in  vitro 
экспериментах по ингибированию полимеразного 
комплекса, состоящего из полимеразной субъеди-
ницы NSP12 и субъединиц NSP7 и NSP8, 5′-трифос-
фат ставудина эффективно терминировал синтез 
новой цепи РНК  [39]. Однако в экспериментах на 
разработанной нами клеточной системе ставудин 
не проявил ингибирующее действие. Очевидно, 
это связано с различиями использованных систем 
для тестирования ингибиторов, из-за которых 
данные, полученные на рекомбинантных белках 
и в клеточных системах, не всегда совпадают.

В качестве потенциальных ненуклеозидных 
ингибиторов RdRp SARS-CoV-2 мы исследовали со-
единения LN140 и Z876, которые ранее продемон-
стрировали антивирусную активность на клет-
ках Vero E6, инфицированных SARS-CoV-2  [20,  41]. 
Для  соединения Z876 было также с помощью 
докинга показано, что оно может связываться с 
гидрофобной областью RdRp этого вируса, и экс-
периментально продемонстрирована его способ-
ность ингибировать полимеразный комплекс, 
состоящий из полимеразной субъединицы NSP12 
и субъединиц NSP7 и NSP8. Эти результаты позво-
лили авторам предположить, что Z876 является 
ненуклеозидным ингибитором вирусной полиме-
разы. Однако если IC50 для Z876 в клетках Vero  E6 
по отношению к различным штаммам SARS-CoV-2 
варьировала от 20 до 30  мкМ, то его IC50 по отно-
шению к полимеразному комплексу была боль-
ше 50 мкМ [20]. Мы решили проверить, являются 
ли соединения LN140 и Z876 ненуклеозидными 
ингибиторами RdRp SARS-CoV-2 на сконструиро-
ванном нами репликоне. Как LN140, так и Z876 
оказались способны ингибировать экспрессию 
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только первой люциферазы Rluc (табл.  1). При 
этом ингибирующая активность обоих соедине-
ний была сравнима с активностью, приведённой 
в опубликованных ранее работах: для LN140 IC50  
37  ±  11 (табл.  1) и 21  ±  6  [33], для Z876 IC50 45  ±  13 
(табл.  1) и 29,33 для штамма Дельта  [20]. Учиты-
вая, что Rluc образуется в результате трансляции 
с РНК, которая может синтезироваться как вирус-
ной RdRp, так и клеточной РНК-полимеразой  II, 
мы не можем однозначно утверждать, что эти 
соединения действительно являются ненуклео-
зидными ингибиторами RdRp SARS-CoV-2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в результате проведённого 
исследования нами была получена улучшенная 
безвирусная репортерная система для поиска нук-
леозидных и ненуклеозидных ингибиторов RdRp 
SARS-CoV-2. Для облегчения поиска нуклеозид-
ных ингибиторов RdRp была создана клеточная 
линия Vero  E6_ТК, экспрессирующая тимидинки-
назу вируса простого герпеса, способную осущест-
вить первую стадию фосфорилирования различ-
ным образом модифицированных нуклеозидов в 
клетке. Созданная система была использована для 
проверки способности ряда соединений ингиби-
ровать каталитическую активность RdRp SARS-
CoV-2. В результате проведённого тестирования 
была впервые обнаружена антивирусная актив-
ность у 2′-амино-2′-дезоксиаденозина и аденозин-
N1-оксида, превышающая активность используе-
мого для  лечения COVID-19 молнупиравира.
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To prepare a safe cellular system for testing inhibitors targeting the RNA-dependent RNA polymerase 
(RdRp) of SARS-CoV-2, a genetic construct containing viral cDNA with two blocks of reporter genes 
while lacking genes encoding the structural S, E and M proteins was engineered. The first report-
er block, consisting of renilla luciferase and green fluorescent protein (Rluc-GFP), located upstream 
of the SARS-CoV-2 5′-UTR. Meanwhile, the second block, represented by firefly luciferase and red 
fluorescent protein (Fluc-RFP), was positioned downstream of the transcription regulatory sequence 
(TRS-N). Although the first block of reporter genes can be transcribed by both viral RdRp and cel-
lular polymerases, the second block can only be transcribed by the viral polymerase, aligning with 
the Coronaviridae discontinuous transcription mechanism. This allowed us to accurately assess the 
effectiveness of viral RdRp inhibition. To facilitate the search for nucleoside RdRp inhibitors the 
cell line was obtained expressing herpes simplex virus thymidine kinase which provides the first 
stage of nucleoside phosphorylation. When screening the ability of a number of compounds to in-
hibit the catalytic activity of SARS-CoV-2 RdRp, we first discovered the antiviral activity of 2′-amino- 
2′-deoxyadenosine and adenosine-N1-oxide, exceeding the activity of molnupiravir, a therapeutic agent 
used in the treatment of COVID-19.
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