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Пандемия COVID-19 показала необходимость создания новых средств терапии коронавирусных
инфекций. Для некоторых вирусов успешно применяются аналоги нуклеозидов, ингибирующие
репликацию за счет включения в растущую цепь ДНК или РНК. Однако репликативный аппарат
коронавирусов содержит неструктурный белок nsp14 – 3' → 5'-экзонуклеазу, которая удаляет непра-
вильно включенные и модифицированные нуклеотиды с 3'-конца растущей цепи РНК. В работе ис-
следована эффективность гидролиза РНК, содержащей разные модификации в 3'-концевой обла-
сти, экзонуклеазой nsp14 SARS-CoV-2 и ее комплексом со вспомогательным белком nsp10. Показа-
но, что одноцепочечная РНК представляет собой предпочтительный субстрат по сравнению с
двуцепочечной, что подтверждает предложенную на основе структурного анализа модель переноса
субстратной цепи в активный центр фермента. Наибольшее влияние на активность nsp14 оказывала
фосфотиоатная и в несколько меньшей степени –N-мезилфосфорамидная модификация фосфоди-
эфирной связи между предпоследним и последним нуклеотидами, а также введение 2'-фтор заме-
стителя в предпоследний нуклеотид субстрата.
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Коронавирусы (семейство Coronaviridae, по-
рядок Nidovirales) представляют собой оболочеч-
ные вирусы с одноцепочечным РНК-геномов
размером около 26–32 т. п. н. [1]. Пандемия
COVID-19 остро поставила вопрос о создании
низкомолекулярных терапевтических средств для
лечения коронавирусных инфекций. Для некото-

рых групп вирусов (вирус иммунодефицита челове-
ка, герпесвирусы, вирусы гепатита B и гепатита C)
успешно применяются модифицированные ана-
логи нуклеозидов, ингибирующие репликацию
вирусного генома за счет включения в растущую
цепь ДНК или РНК, после чего синтез либо об-
рывается, либо продолжается с отложенными ле-
тальными последствиями для вируса. На сегодня
в разных странах одобрены либо применяются в
экспериментальных условиях несколько препа-
ратов для лечения SARS-CoV-2, действующих по
описанному механизму – молнупиравир [2], рем-
десивир [3], фавипиравир [4] и рибавирин [5].
Сложность использования нуклеозидных инги-
биторов в случае SARS-CoV-2 заключается в при-
сутствии в репликативном аппарате коронавиру-
сов неструктурного белка nsp14, обладающего
3' → 5'-экзонуклеазной активностью, которая
способна удалять неправильно включенные нук-
леотиды с 3'-конца растущей цепи РНК [6].

Белок nsp14 представляет собой бифункцио-
нальный фермент, состоящий из N-концевого
экзонуклеазного домена (ExoN), участвующего в
процессе репликации, и C-концевого метилтранс-
феразного домена, участвующего в кэпировании
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мРНК [7]. Домен ExoN относится к суперсемей-
ству DEDD-экзонуклеаз, куда входят многие кор-
ректирующие репликативные экзонуклеазы бак-
терий и эукариот [8]. Экзонуклеазная активность
зависит от двухвалентных катионов и стимулиру-
ется в несколько раз в присутствии еще одного
неструктурного белка коронавирусов – nsp10 [6].
Структурные исследования nsp14 и nsp10 корона-
вирусов показывают, что связывание с nsp10 при-
водит к конформационным изменениям в белке
nsp14, которые формируют оптимальную струк-
туру его активного центра [7, 9].

Нуклеотидные последовательности, кодирую-
щие белки nsp14 и nsp10 SARS-CoV-2, были опти-
мизированы для экспрессии в E. coli и получены
методом полного синтеза генов. На N-конец обо-
их белков был введен гексагистидиновый пептид
для последующей очистки методом металлхелат-
ной аффинной хроматографии. Для продукции
белка nsp10 использовали штамм E. coli
Arctic Express(DE3) (Agilent Technologies, США).
Успешная наработка белка наблюдалась при ин-
дукции 1 мМ IPTG в течение 16 ч при 16°С. Выде-
ление производилось в одну стадию на сорбенте
SepFast-Ni-IDA (BioToolomics, Великобритания).
Белок nsp14 удалось получить с использованием
штамма E. coli BL21(DE3) Star (Thermo Fisher Sci-
entific, США) при индукции 50 мкМ IPTG в тече-
ние 6 ч при 37°С. Для выделения белка сначала

была проведена металлхелатная аффинная хро-
матография на сорбенте SepFast-Ni-IDA, а затем
гель-фильтрация на колонке Superdex 75 (Cytiva,
США). Гомогенность полученных препаратов
белка составляла около 90%. Природу обоих ре-
комбинантных белков подтверждали имму-
ноблоттингом с антителами на гексагистидино-
вый пептид, а в случае белка nsp14 дополнительно
доказывали методом масс-спектрометрического
пептидного картирования и секвенирования про-
дуктов трипсинолиза.

Олигонуклеотиды были получены с использо-
ванием амидофосфитного метода синтеза. Для
введения межнуклеозидной N-мезилфосфора-
мидной группы использовали метод, предложен-
ный ранее [10, 11]. Удаление защитных групп про-
водили смесью насыщенного водного аммиака и
водного метиламина, 3 ч при комнатной темпера-
туре с последующим упариванием и удалением
диметилтретбутилсилильных защитных групп
тригидрофторидом триэтиламина в ДМСО в те-
чение 1.5 ч при 65°C. Очистку олигонуклеотидов
проводили методом ионообменной хроматогра-
фии, их структуру подтверждали методом элек-
трораспылительной масс-спектрометрии. Струк-
туры модифицированных нуклеотидов в составе
РНК-субстратов приведены на рис. 1.

Для детекции продуктов после электрофореза
на 5'-конец модифицированной олигонуклеотид-

Рис. 1. а – схема РНК-субстратов для исследования экзонуклеазной активности белка nsp14. Подчеркнуты нуклеоти-
ды с тиофосфатными связями. X = G, A или C, Y = C или A. б – общая структура двух 3'-концевых нуклеотидов в суб-
стратах. В дальнейшем для обозначения субстрата используются сокращения вида “серия”-“3'-концевой нуклеотид”
(напр., II-G) для одноцепочечных субстратов и “серия”-“3'-концевой нуклеотид”:“нуклеотид напротив 3'-концево-
го” (напр., II-G:A) для двуцепочечных субстратов. В работе использовано по 5 субстратов из каждой серии.
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ной цепи был при синтезе введен остаток флуо-
ресцеина. Для предотвращения неспецифичного
расщепления второй цепи в составе РНК-дуплек-
сов два ее 3'-концевых нуклеотида несли защит-
ную модификацию в виде межнуклеозидной тио-
фосфатной группы.

По литературным данным, фермент nsp14 из
других коронавирусов – SARS-CoV-1 и вируса
мышиного гепатита – гидролизует как одно-, так
и двуцепочечную РНК [5, 12]. С использованием
полученных препаратов белков была проведена
оценка экзонуклеазной активности выделенного
nsp14 и комплекса nsp14/nsp10 по отношению к
флуоресцентно меченным одноцепочечным

РНК-субстратам I-G–VIII-G (рис. 1). Актив-
ность белка исследовали как в присутствии nsp10,
так и без его добавления. Дополнительно были
проведены реакции только с nsp10 без добавления
nsp14. Как и ожидалось, белок nsp14 эффективно
гидролизовал немодифицированную РНК, одна-
ко эта реакция практически не стимулировалась
белком nsp10 (рис. 2а, б, рис. 3а). На геле наблю-
дались две выраженные полосы, соответствую-
щие расщеплению по связям G7–A8 и G9–U10,
что, скорее всего, объясняется паузой 3'→5'-экзо-
нуклеазной активности в этих позициях. Анало-
гичная картина двух преимущественных точек
расщепления в 5–7 нуклеотидах от 3'-конца на-

Рис. 2. Расщепление одноцепочечных олигорибонуклеотидных субстратов I-G (а, б) и V-G (в, г) рибонуклеазой nsp14.
а, в – фотографии гелей после электрофореза. S – субстрат, P – продукты реакции. б, г – графики зависимости уровня
расщепления субстрата от времени. ( ) – реакции в присутствии nsp14 и nsp10, ( ) – только nsp14, ( ) – только
nsp10. Приведены среднее и стандартная ошибка по 3 независимым экспериментам. В состав реакционной смеси вхо-
дили 40 мМ Трис–HCl (pH 7,5), 50 мМ NaCl, 5 мМ MgCl2, 1 мМ дитиотреит, 100 нМ РНК-субстрат, 500 нМ белки
nsp14 и nsp10. Смесь инкубировали при 37°C указанное время, после чего инактивировали добавлением равного объ-
ема формамида, содержащего 10 мМ этилендиаминтетраацетат натрия, и прогреванием в течение 3 мин при 95°C.
Продукты реакции разделяли электрофорезом в 12%-ном полиакриламидном геле в присутствии 7.2 М мочевины.
Гель сканировали с помощью системы Typhoon FLA 9500 (Danaher, США).
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Рис. 3. Эффективность расщепления олигорибонуклеотидных субстратов разной структуры рибонуклеазой nsp14. Об-
щая структура субстратов: одноцепочечная РНК с 3'-концевым остатком G (а), двуцепочечная РНК с 3'-концевым
остатком G на конце меченой цепи, образующим комплементарную пару G:C (б), двуцепочечная РНК с 3'-концевым
остатком G на конце меченой цепи, образующим некомплементарную пару G:A (в), одноцепочечная РНК с 3'-кон-
цевым остатком А (г), одноцепочечная РНК с 3'-концевым остатком C (д). Реакцию вели 30 мин в таких же условиях,
как на рис. 2. Приведены среднее и стандартная ошибка по 3 независимым экспериментам. (е) – сводная таблица вли-
яния модификации на эффективность расщепления. Субстраты с достоверно сниженным расщеплением в сравнении
с аналогичным немодифицированным субстратом отмечены звездочками на панелях (а–д) и заливкой на панели (е)
(* или светло-серый цвет заливки – p < 0.05, ** или темно-серый цвет – p < 0.01; *** или черный цвет – p < 0.005 по
критерию Стьюдента). Субстраты с достоверно повышенным расщеплением в присутствии nsp10 в сравнении с отсут-
ствием nsp10 отмечены крестиком на панелях (а–д) и кружком на панели Е (p < 0.05 по критерию Стьюдента).
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блюдается для фермента nsp14 из близкород-
ственных коронавирусов SARS-CoV-1 и MERS-
CoV [6, 13]. Можно предположить, что паузы вы-

званы особенностями взаимодействия фермента
с выступающей частью двуцепочечного РНК-
субстрата; например, они могут возникать, когда
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выступающая часть становится достаточно длин-
ной, чтобы образовывать контакты с метилтранс-
феразным доменом фермента. Введение модифи-
каций в остаток рибозы 3'-концевого нуклеотида
(2'-O-метил, 2'-фтор; субстраты II-G и III-G) не
оказывало заметного влияния на эффективность
расщепления. Напротив, модификации, затраги-
вающие фосфодиэфирную связь между послед-
ним и предпоследним рибонуклеозидами (тио-
фосфат, мезилфосфорамид; субстраты IV-G, V-G,
VII-G, VIII-G), снижали скорость реакции в 2–
4 раза (рис. 2в, г, рис. 3а). Введение 2'-F-заместителя
в предпоследнее положение РНК (субстрат VI-G)
также оказывало ингибирующее действие, хотя и
не столь заметное, как модификация межнуклео-
тидного фосфата.

Для изучения активности фермента nsp14 по
отношению к двуцепочечным РНК-субстратам
использовали наборы дуплексов I-G:C–VIII-G:C
и I-G:A–VIII-G:A. В целом экзонуклеазная актив-
ность была несколько ниже, чем при использова-
нии одноцепочечных субстратов, и не наблюда-
лось достоверных различий между полностью
комплементарными и частично некомплементар-
ными субстратами (рис. 3б, в). Такая специфич-
ность согласуется с моделью, недавно предло-
женной на основе структуры репликативного
комплекса SARS-CoV-2 [15], в которой гидролиз
3'-концевых нуклеотидов при включении непра-
вильного NMP происходит именно в одноцепо-
чечном состоянии – после обратного движения
РНК-полимеразы, разделения цепей РНК на
протяжении последних ~6 пар нуклеотидов и пе-
реноса 3'-конца синтезируемой цепи в активный
центр субъединицы nsp14. Стимуляция гидролиза
РНК-дуплексов белком nsp10 достоверно наблю-
далась лишь при наличии мезилфосфорамидной
модификации фосфодиэфирной связи (субстра-
ты IV-G:C и VIII-G:A, рис. 3Б,В). Вполне вероят-
но, что требования к аллостерической активации
nsp14 для олигонуклеотидных РНК-субстратов не
столь критичны.

Для сравнения специфичности nsp14 по отно-
шению к 3'-концевым рибонуклеозидам в составе
одноцепочечных субстратов была определена ак-
тивность фермента в реакции гидролиза олигори-
бонуклеотидов, содержащих на 3'-конце AMP,
CMP либо их модификации (рис. 3г, д). Как и в
случае GMP, фермент nsp14 эффективно гидро-
лизовал такие субстраты как в присутствии, так и
в отсутствие nsp10. Однако достоверное сниже-
ние активности при модификациях наблюдалось
только в отсутствие nsp10 для субстратов VIII-A
(3'-концевой A, предпоследний 2'-фторрибонук-
леозид, мезилфосфорамидная связь между по-
следним и предпоследним нуклеозидами), V-C
(3'-концевой C, тиофосфатная связь между по-
следним и предпоследним нуклеозидами) и VII-C
(3'-концевой C, предпоследний 2'-фторрибонук-

леозид, тиофосфатная связь между последним и
предпоследним нуклеозидами). Можно предпо-
ложить, что наибольшее влияние модификаций
проявляется именно в GMP за счет наибольшего
объема основания Gua, затрудняющего конфор-
мационную подгонку активного центра фермента
при наличии дополнительных заместителей.

В настоящее время аналоги нуклеотидов ис-
пользуются в качестве терапевтических средств
не так часто, как аналоги нуклеозидов, из-за ме-
нее эффективного проникновения в клетки. Од-
нако такие средства, как, например, цидофовир,
используемый для терапии цитомегаловирусной
инфекции, а также тенофовир и адефовир, при-
меняемые при гепатите B, относятся именно к
аналогам нуклеотидов с модифицированным
фосфатом. При этом для всех них существуют со-
единения-предшественники с заместителями,
нейтрализующими заряд и облегчающими про-
никновение в клетки. Таким образом, аналоги
нуклеотидов, способные включаться в РНК и мо-
дифицированные по 5'-фосфатной группе, пред-
ставляют собой группу соединений, перспектив-
ную для разработки устойчивых к корректирую-
щей экзонуклеазе ингибиторов репликации
коронавирусов.
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The COVID-19 pandemic has shown the urgent need for new treatments for coronavirus infections. Nucle-
oside analogs have been successfully used to inhibit replication of some viruses, through the incorporation in-
to the growing DNA or RNA chain. However, the replicative machinery of coronaviruses contains nsp14, a a
non-structural protein with a 3'→5'-exonuclease activity that removes misincorporated and modified nucle-
otides from the 3' end of the growing RNA chain. Here we studied the efficiency of hydrolysis of RNA con-
taining various modifications in the 3'-terminal region by SARS-CoV-2 nsp14 exonuclease and its complex
with the auxiliary protein nsp10. Single-stranded RNA was a preferable substrate compared to double-
stranded, consistent with the model of transfer of the substrate strand to the exonuclease active site proposed
on the basis of structural analysis. Modifications of the phosphodiester bond between the penultimate and
last nucleotides had the greatest effect on nsp14 activity.

Keywords: coronaviruses, replication proofreading, exonucleases, nsp14, nsp10, nucleoside inhibitors, antivi-
ral drugs, RNA oligonucleotides
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