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Противодействие распространению новых респираторных инфекций и снижение ущерба, наноси-
мого ими обществу, требует разработки способов быстрого создания средств направленной тера-
пии, таких как моноклональные антитела и подобные им структуры. Нанотела ‒ антигенраспозна-
ющие фрагменты особых антител Верблюдовых, состоящие из тяжелых цепей, ‒ обладают рядом
характеристик, которые делают их применение наиболее удобным. Высокие темпы распростране-
ния пандемии COVID-19, вызванной новым коронавирусом ‒ SARS-CoV-2, ‒ указывают на то, что
ключевым фактором в разработке средств терапии является быстрота получения высокоэффектив-
ных блокирующих антител, а также разнообразие эпитопов, с которыми эти антитела связываются.
Мы провели оптимизацию процесса селекции нанотел из генетического материала животных се-
мейства Верблюдовых и получили панель вариантов, обладающих сродством к белку шипа (S-бел-
ку) SARS-CoV-2 в нижнем наномолярном и пикомолярном диапазоне и высокой специфичностью
связывания. В экспериментах in vitro и in vivo были отобраны нанотела, блокирующие взаимодей-
ствие между S-белком и клеточным рецептором SARS-CoV-2 ‒ ангиотензинконвертирующим фер-
ментом-2 (ACE2). Эпитопы, с которыми связываются нанотела, располагаются в рецепторсвязыва-
ющем домене (RBD) S-белка и слабо перекрываются, поэтому смесь нанотел может сохранять по-
тенциальную терапевтическую эффективность и в отношении новых вариантов S-белка. Смесь
нанотел, обладающих компактным размером и высокой стабильностью, может стать основой для
создания терапевтического препарата, доставляемого к пораженному органу в виде аэрозоля.
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Пандемия COVID19, вызванная вирусом
SARS-CoV-2, наглядно продемонстрировала, что
для эффективного противодействия возникаю-
щим новым биологическим угрозам необходимы
отработанные пути создания новых вакцин и спе-
цифических терапевтических агентов [1]. В кон-
тексте противодействия вирусным инфекциям на
роль последних лучше всего подходят различные
варианты специфических антител [2]. Однако, в
отличие от быстрой сертификации и массового
применения новых вакцин, терапевтические мо-
ноклональные антитела к белкам SARS-CoV-2 не
были массово внедрены в медицинскую практику
по ряду причин. Среди них – относительно высо-
кая себестоимость производства и результаты ис-
следований, в которых показано, что для дости-
жения терапевтического эффекта такие препара-
ты необходимо применять на ранних стадиях
развития заболевания [3]. Дополнительная про-

блема, препятствующая внедрению противови-
русных моноклональных антител, – возникнове-
ние новых, устойчивых к ним вариантов SARS-
CoV-2 с мутациями в поверхностном белке шипа (S),
на который и вырабатываются нейтрализующие
антитела, в том числе моноклональные [4, 5].

Большинство перечисленных ограничений ос-
новано на особенностях структуры моноклональ-
ных антител: антигенная специфичность в них
определяется участками двух белковых цепей, что
усложняет получение подходящих по характери-
стикам вариантов. Для их производства подходят
только эукариотические системы, что сильно
влияет на стоимость производства и, следова-
тельно, терапии, а поэтому не подходит для ши-
рокого применения. Кроме того, крупный размер
молекул иммуноглобулинов ограничивает ткане-
вую проницаемость, что не позволяет эффектив-
но использовать их на ранних стадиях или в каче-
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стве профилактического средства. Периодиче-
ское появление новых вариантов SARS-CoV-2
дополнительно усугубляет эти ограничения и
снижает эффективность терапии с использовани-
ем моноклональных антител [4].

Как минимум, часть перечисленных ограниче-
ний можно преодолеть путем применения анти-
тел альтернативной структуры, например фраг-
ментов особых антител, характерных для пред-
ставителей семейства Верблюдовых и состоящих
из гомодимера тяжелых цепей, – нанотел [6]. За
счет того, что антигенная специфичность таких
антител определяется последовательностями,
расположенными на одной полипептидной цепи,
селекция высокоэффективных вариантов из биб-
лиотек технически проще и производится быст-
рее. Кроме того, нанотела могут быть синтезиро-
ваны в прокариотических экспрессионных систе-
мах и, в отличие от фрагментов моноклональных
антител, для повышения их стабильности и рас-
творимости не требуется дополнительная моди-
фикация [7]. Малый размер нанотел обеспечивает
им лучшую тканевую проницаемость, а высокая
стабильность структуры облегчает их использова-
ние не только как препарата для инъекций, но и
для местного или аэрозольного применения.

Скорость и эффективность отбора подходя-
щих последовательностей однодоменных антител
определяется рядом параметров: иммуногенно-
стью целевого белка в организме животного, вы-
бранной методикой проведения селекции и си-
стемами тестирования кандидатных вариантов.
Поверхностный белок шипа (spike, S) SARS-CoV-2
распознает клеточный рецептор – ангиотензин-
конвертирующий фермент-2 (ACE2), ‒ связыва-
ется с ним и тем самым обеспечивает проникно-
вение вируса в клетку. Важно заметить, что этот
гликопротеин SARS-CoV-2 обладает высокой гомо-
логией с соответствующим белком другого вируса
семейства Coronaviridae, ‒ коронавируса ближне-
восточного респираторного синдрома, MERS-
CoV [8]. Этот вирус попал в человеческую популя-
цию от животных семейства Верблюдовые, пре-
одолев межвидовой барьер. На основании этого
логично предположить высокую иммуногенность
белков этого типа в организмах лам и альпак.

Увеличить долю последовательностей, облада-
ющих терапевтическим потенциалом в итоговой
библиотеке антител можно следующими спосо-
бами: 1) за счет обогащения исходных В-клеточ-
ных популяций [9] фракциями, несущими распо-
знающие целевой белок рецепторами; 2) приме-
нением на стадии отбора фрагмента S-белка,
ответственного за взаимодействие с клеточным ре-
цептором, ‒ рецепторсвязывающего домена (RBD);
3) использованием рекомбинантного лиганда для
выделения последовательностей нанотел, конку-
рирующих с ним за общий сайт связывания. Ре-

зультатом таких действий должно стать получе-
ние высокообогащенной библиотеки, содержа-
щей множество вариантов последовательностей
нанотел, обладающих высоким сродством к ми-
шени, специфичностью взаимодействия и спо-
собностью блокировать связывание S-белка и
ACE2. Антитела, отобранные из такой библиоте-
ки, могут применяться либо в виде монотерапев-
тического средства, нацеленного на конкретный
вариант S-белка, либо в виде коктейля, обладаю-
щего более широким действием за счет множе-
ства распознаваемых эпитопов.

Целью данной работы было проведение опти-
мизации условий получения библиотек последо-
вательностей нанотел и последующей селекции
вариантов, обладающих потенциальной терапев-
тической эффективностью, а также конструиро-
вание панели блокирующих нанотел к S-белку
SARS-CoV-2 и тестирование их активности в
условиях in vitro и in vivo.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование клеток. Использованные в

работе линии клеток HEK-293 и HEK-293Т (куль-
туры трансформированных клеток человека), а так-
же H1299 (немелкоклеточный рак легкого) были
получены из Американской коллекции типовых
клеточных культур (ATCC, США). Их культиви-
ровали в атмосфере с 5% CO2 при 37°С в среде
DMEM-F12 (“PAA”, Австрия) с добавлением
10%-ной эмбриональной сыворотки крупного ро-
гатого скота (FSB; “Gibco”, США), 2 мМ аланил-
глутамина (“ПанЭко”, Россия), 20 мМ HEPES,
100 мкг/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрепто-
мицина (“ПанЭко”).

Выделение РНК, обратная транскрипция и ко-
личественная ПЦР. Выделение РНК из клеток
проводили на колонках с использованием набора
RNeasy Mini kit (“Qiagen”, США) или в препара-
тивных количествах с применением реагента Ex-
tractRNA (“Евроген”, Россия) в соответствии с
рекомендациями производителей.

Очищенную РНК использовали для синтеза
кДНК при помощи ProtoScript II First Strand cDNA
Synthesis Kit (“NEB”, США). Реакционная смесь
содержала 500 нг РНК и компоненты вышеприве-
денного набора с использованием праймера d(T)23.
Для получения целевой кДНК использовали
специфичный праймер CH2_IgG_sp rev (5'-GG-
TACGTGCTGTTGAACTGTTCC-3'), инкубиро-
вали смесь в течение 1 ч при 42°С, затем 5 мин
при 80°С.

Получение генетических конструкций для экспрес-
сии ACE2, эктодоменов S-белка и RBD. кДНК, по-
лученную из клеток линии H1299, амплифициро-
вали с использованием высокоточной полимеразы
Tersus (“Евроген”) и праймеров: ACE2_XbaI_dir
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(5'-TATATCTAGAGCCACCATGTCAAGCTCTTCCT-
GGCTC-3') и ACE2_8His_SalI_rev (5'-CTCTCTCT-
GTCGACTTATCAATGGTGATGGTGATGGTGAT-
GG-TGGGAAACAGGGGGCTGGTTAGGAG-3')
либо ACE2_SalI_rev (5'-ATATGTCGACCTAAAAG-
GAGGTCTGAACATCATCAGTG-3'). Ампликоны
разделяли электрофорезом в 1%-ном агарозном
геле, очищали методом твердофазной экстракции
и, используя лигазу T4 (“Евроген”), клонировали
по сайтам рестрикции XbaI и SalI (“NEB”) в лен-
тивирусный экспрессионный вектор pLCMV-
PL4-puro.

Для получения последовательности тримери-
зирующегося эктодомена S-белка и его RBD ис-
пользовали плазмиды pCAGGS-Spike и pCAGGS-
RBD соответственно [10]. Последовательность, ко-
дирующую эктодомен S-белка, амплифицировали с
праймерами: S_CO_BsmBI_AGCT_dir (5'-AGAGAGC-

GTCTCAAGCTTAGGCCACCATGTTCGTGTTTC-3')
и S_CO_XbaI_rev (5'-AGAGAGTCTAGATTAGTGAT-
GATGATGATGATGTCCCAAGAAGGTCGACAG-3');
а последовательность, кодирующую RBD, – с прайме-
рами S_CO_BsmBI_AGCT_dir и RBD_CO_XbaI_rev
(5'-AGAGAGCGTCTCAAGCTTAGGCCACCAT-
GTTCGTGTTTC-3'). Полученные конструкции
клонировали в вектор pSI-PL1-10His-puro по сай-
там HindIII и XbaI.

Получение упаковочной плазмиды pMD2-S. Для
конструирования плазмиды, кодирующей после-
довательность полноразмерного S-белка, исполь-
зовали кДНК генома вируса SARS-CoV-2. Фраг-
менты последовательности, кодирующей S-бе-
лок, амплифицировали и соединяли при помощи
ПЦР с амплификацией перекрывающихся участ-
ков (OE-PCR) с праймерами:

SC2_S_dir (5'-GAACAATGTTTGTTTTTCTTGTTTTATTGCC-3'),
SC2_S_dir2 (5'-CCACTAGTCTCTAGTCAGTGTGTTAATC-3'),
SC2_S_rev (5'-TTATGTGTAATGTAATTTGACTCCTT TGAGC-3'),
SC2_S_RT (5'-GTAGCATCCTTGATTTCACCTTGCTTC-3'),
SC2_RBD_D1 (5'-AAATCGCTCCAGGGCAA- ACT-3'),
SC2_RBD_D6 (5'-TGCACTTGACCCTCTCTCAG-3'),
SC2_RBD_R1 (5'-TGTGGATCACGGACAGCATC-3'),
SC2_RBD_R6 (5'-ACACCTGTGCCTGTTAAACCA-3'),
SC2_Sm_D1 (5'-CACCAGCAACTGTTTGTGGAC-3'),
SC2_Sm_R1 (5'-GCACCAAAGGTCCAACCAGA-3') и
SC2_St_D1 (5'-ACGGCCTTACTGTTTTGCCA-3') ‒ и клонировали в вектор pMD2-G по сайту ре-

стрикции EcoRI.

Получение клеточных линий, гиперэкспрессиру-
ющих ACE2, и линий-продуцентов рекомбинантных
белков. Плазмиды pSI-S-puro и pSI-RBD-puro ис-
пользовали для химический трансфекции клеток
линии HEK-293T. Трансфекцию проводили по
протоколу, адаптированному из опубликованной
ранее работы [11], в среде Opti-MEM (“Gibco”,
США). Через 24 ч среду меняли на свежую с до-
бавлением 1 мкг/мл пуромицина и продолжали
культивирование до получения устойчивой к се-
лективному антибиотику культуры.

Плазмиды pLCMV-ACE2-puro и pLCMV-
ACE2-His-puro использовали для лентивирусной
трансдукции клеток HEK-293 и HEK-293T. Для
приготовления препарата лентивируса 1 × 106 кле-
ток HEK-293T высевали на культуральную чашку
диаметром 10 см. На следующий день плазмиду
pLCMV-ACE2-puro или pLCMV-ACE2-His-puro
смешивали в весовом соотношении 5 : 3 : 2 (сум-
марная масса ‒ 20 мкг) с упаковывающими плаз-
мидами psPAX2 (#12260 Addgene plasmid; http://n2t.
net/addgene:12260; RRID:Addgene_12260) и pMD2.G
(#1225912259 Addgene plasmid; http://n2t.net/
addgene:12259; RRID:Addgene_12259) (обе плазми-

ды были любезно предоставлены Didier Trono).
Через сутки среду заменяли на бессывороточную ‒
DMEM-F12 ‒ с добавлением Serum replacement
solution и Lipid mixture (“Peprotech”, США) и
4 мМ кофеина (“Sigma-Aldrich”, США). Через
48 ч обогащенную вирусом среду собирали, филь-
тровали, добавляли полибрен (“Sigma-Aldrich”) до
концентрации 10 мкг/мл и использовали для зара-
жения клеток линии HEK-293Т либо HEK-293,
высаженных на чашку диаметром 10 см в количе-
стве 5 × 105 клеток. Через сутки среду заменяли на
обычную. Через 72 ч после заражения в среду до-
бавляли пуромицин (“Sigma-Aldrich”) до концен-
трации 1 мкг/мл и продолжали культивировать в
течение 10 сут.

Наработка, выделение и очистка рекомбинант-
ных белков. Для наработки рекомбинантных рас-
творимых фрагментов S-белка (тримера эктодо-
мена и RBD) и ACE2 клетки высеивали на
6 культуральных чашек диаметром 15 см (в расчете
2.5 × 107 клеток/чашка) со средой DMEM-F12, в
которую добавляли Serum replacement solution и
Lipid mixture, и культивировали в стандартных
условиях. Культуральную жидкость, содержащую
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целевой белок, собирали через каждые четверо
суток в течение 16 дней. После сбора из культу-
ральной жидкости либо немедленно выделяли
целевой белок, либо хранили ее при 4°С для объ-
единения со следующей партией. Очистку реком-
бинантных белков проводили с использованием
HIS Mag Sepharose Excel (“Cytiva”, США) по про-
токолу производителя. После очистки образцы
переводили в фосфатно-солевой буфер (PBS) на
колонках PD-10 (“Cytiva”). Концентрацию белка
измеряли на спектрофотометре Nanodrop OneC
(“Thermo Fisher Scientific”, США) при длине
волны 280 нм (OD280). Качество препаратов оце-
нивали по результатам электрофореза в полиак-
риламидном геле (10%-ный ПААГ в присутствии
SDS) с окрашиванием Coomassie Blue G-250 по
стандартному протоколу.

Постановка количественной ПЦР. Экспрессию
ACE2 в клетках HEK-293-ACE2 и HEK-293T-
ACE2 оценивали методом количественной ПЦР с
использованием полимеразы HS-Taq (“Евроген”)
и праймеров ACE2_qPCR_d1 (5'-GGGATCA-
GAGATCGGAAGAAGAAA-3') и ACE2_qPCR_r1
(5'-GGAGGTCTGAACATCATCAGTG-3') (“ДНК-
синтез”, Россия). Праймеры подбирали с исполь-
зованием Primer-BLAST (NIH NCBI, США). Для
анализа вторичной структуры праймеров исполь-
зовали OligoAnalyzer Tool (IDT, США). Все экспе-
рименты проводили в 6 независимых повторах.
Представленность в образцах целевых тран-
скриптов сравнивали с использованием метода
порогового цикла (CT). В качестве внутреннего
контроля при проведении количественной ПЦР
использовали уровень экспрессии гена GAPDH,
относительно которого нормализовали показате-
ли экспрессии целевых генов (ΔСT). Изменения
уровня экспрессии гена ACE2 в образцах рассчи-
тывали по формуле , где ΔСTe и ΔСTk ‒
разницы значений пороговых циклов для ACE2 и
GAPDH соответственно [12, 13]. ПЦР проводили
на приборе MyiQ Single-Color Real-Time PCR De-
tection System (“Bio-Rad”, США).

Иммунизация животных и получение генетиче-
ского материала. В работе использовали живот-
ных семейства Верблюдовые ‒ Vicugna pacos (альпа-
ки). Для первичной иммунизации использовали го-
могенную суспензию, содержащую внеклеточную
часть тримера S-белка или полный RBD в кон-
центрации 600 мкг в 500 мкл PBS и 500 мкл пол-
ного адъюванта Фрейнда (“Pierce”, США). Для
бустирования использовали 400 мкг того же ре-
комбинантного белка в 500 мкл PBS, в смеси с
500 мкл неполного адьюванта Фрейнда. Всего
было проведено три бустирования с интервалом в
две недели; антигены вводили подкожно и внут-
римышечно в бедро животного. При каждой им-
мунизации у животных брали по 10 мл венозной
крови, отделяли сыворотку и хранили при теме-

−Δ −ΔTe TkC C2

пературе 4°С для последующего определения сы-
вороточной концентрации антител к S-белку.

Забор крови для выделения генетического ма-
териала проводили через 5 суток после третьего
бустирования. Фракции мононуклеарных клеток
периферической крови получали из 100 мл свеже-
взятой крови центрифугированием в фиколле
плотностью 1.077 г/см3 (“ПанЭко”) согласно
стандартному протоколу.

Предварительный отбор B-лимфоцитов. Препа-
рат тримерного эктодомена S-белка коньюгиро-
вали с NHS-LC-biotin (“Covachem”, США) по
стандартному протоколу. Биотинилированный
препарат использовали для магнитной сепарации
В-лимфоцитов при помощи EasySep Biotin Posi-
tive Selection Kit II (“Stemcell Technologies”, Кана-
да) согласно протоколу производителя. Для выде-
ления РНК из селектированной фракции клеток ис-
пользовали соосадитель Satellite red (“Евроген”).

Сборка библиотек последовательностей, кодиру-
ющих нанотела. Для приготовления библиотек
использовали кДНК, полученную в 8 независи-
мых реакциях ‒ в каждой из них использовали по
500 нг мРНК. Амплификацию целевых последо-
вательностей проводили с использованием вы-
сокоточной полимеразы Tersus (“Евроген”) и
праймеров: AlpVHH3_uni_fwd (5'-CCACCAT-
GTCTAGASAGKTGCAGSTSGTRGAGTCTGK-
GGGAGG-3'), AlpVHH_R1 (5'-AATCCGGATCCGG-
GGGGTCTTCGCTGTGGTGCG-3') и AlpVHH_R2
(5'-AATCCGGATCCGGTTGTGGTTTTGGT-
GTCTTGGG-3') (последние два сконструирова-
ны на основании последовательностей, опубли-
кованных ранее [14]) ‒ по следующей программе:
30 с при 95°С, 30 с при 61°С, 30 с при 72°С
(30 циклов). Фагмидную библиотеку получали
клонированием амплифицированных VHH-по-
следовательностей в фагмиду pHEN2-XB с ис-
пользованием эндонуклеаз XbaI и BamHI-HF и
ElectroLigase (“NEB”). Трансформацию клеток
Escherichia coli, штамм TG-1, проводили с помо-
щью электропоратора Genepulser (“Bio-Rad”).
Селекцию проводили по опубликованному ранее
протоколу [15] с использованием антигена, им-
мобилизованного на иммунологических пробир-
ках Maxibinding (“SPL Lifesciences”, Корея). Для
элюции связавшихся с антигеном фаговых частиц
использовали 100 мМ водный раствор триэтил-
амина. В элюат сразу вносили 1/2 объема 1 М
Трис-HCl (pH 7.4). Амплификацию выделенных
фаговых частиц, а также оставшихся связанными
с иммобилизированным антигеном проводили
путем последующего заражения экспоненциаль-
но растущей культуры клеток E. coli TG-1.

Экспрессия и очистка биотинилированных вари-
антов кандидатных нанотел. Последовательности
VHH-фрагментов из препаратов фагмид, полу-
ченных из индивидуальных клонов после селек-
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ции, клонировали по сайтам XbaI и BamHI в экс-
прессионный вектор pET-BAD. Полученные
конструкции трансформировали в клетки штам-
ма BL21DE3-BirA, экспрессирующие биотинли-
газу. Индивидуальные колонии использовали для
получения растворимого белка в жидкой среде в
соответствии с описанным ранее протоколом [16]
с добавлением в среду для культивации 0.2 мМ
D-биотина (“Covachem”). Растворимые нанотела
выделяли из периплазмы путем лизиса осажден-
ных бактерий в буфере, содержащем 50 мM Трис-
HCl (pH 7.4), 150 мM NaCl, 0.1% Triton X-100 и
10 мг/мл лизоцима, с добавлением PMSF, трех-
кратной обработкой на ультразвуковом дезинте-
граторе Soniprep-100 (“Soniprep”, США) с после-
дующей очисткой на HIS Mag Sepharose Excel
(“Cytiva”) и переводом в PBS.

Иммуноферментный анализ (ИФА). Содержа-
ние антител в сыворотках животных определяли
методом ИФА по стандартному протоколу. Для
этого 96-лучночные планшеты (“SPL Lifesciences”)
сенсибилизировали полученным ранее тример-
ным эктодоменом S-белка SARS-CoV-2 в концен-
трации 5 мкг/мл, вносили образцы сывороток
животных и обрабатывали поликлональными
овечьими антителами, специфичными к IgG аль-
паки (получены ранее в нашей лаборатории). Для
детекции использовали меченные пероксидазой
хрена (HRP) поликлональные ослиные антитела
против IgG овцы (“Santa Cruz”, США).

Оценку обогащения библиотек целевыми ва-
риантами нанотел в ходе селекции проводили по
опубликованному ранее протоколу [15]. Лунки
планшета сенсибилизировали тримерным экто-
доменом S-белка (5 мкг/мл), для детекции ис-
пользовали HRP-меченые моноклональные ан-
титела к фагу M13 11973-MM05T-H (“Sino Biolo-
gical”, Китай).

При проведении прямого ИФА с нанотелами
планшет также покрывали S-белком и обрабаты-
вали нанотелами в концентрации 1 мкг/мл. Де-
текцию проводили с использованием биотинили-
рованных антител к эпитопу Myc (“СайСторЛаб”,
Россия) и стрептавидина, конъюгированного с
HRP (“R&D Systems”, США), а для биотинили-
рованных нанотел ‒ напрямую с HRP-коньюги-
рованным стрептавидином. Непрямой ИФА с на-
нотелами проводили на планшетах, сенсибили-
зированных небиотинилированным нанотелом-1
в концентрации 5 мкг/мл, а для детекции исполь-
зовали биотинилированное нанотело-2 в концен-
трации 1 мкг/мкл с последующей обработкой
HRP-меченым стрептавидином.

Для постановки конкурентного ИФА лунки
планшета сенсибилизировали рекомбинантным
эктодоменом ACE2 в концентрации 5 мкг/мл и
вносили смесь анализируемых нанотел (в различ-
ных концентрациях) с биотинилированным три-

мерным эктодоменом S-белка (конечная концен-
трация 1 мг/мл) в пропорции 1 : 1. После инкуба-
ции в течение 1 ч при комнатной температуре в
лунки планшета вносили HRP-меченый стрептави-
дин. В качестве субстрата использовали готовый
раствор тетраметилбензидина (“Sigma-Aldrich”).
Результаты регистрировали при длине волны
450 нм на микропланшетном сканере Triad
(“Dynex”, США).

Измерение активности нанотел с помощью псев-
довирусного репортера. Для приготовления псев-
довирусных частиц использовали векторную
плазмиду pLCMV-luc-puro, кодирующую после-
довательность люциферазы светлячка. Приготов-
ление лентивирусных частиц, псевдотипирован-
ных S-белком SARS-CoV-2, проводили по прото-
колу, описанному выше для лентивирусной
трансдукции, за исключением того, что вместо
упаковочной плазмиды pMD2.G использовали
плазмиду pMD2-S. После сбора и фильтрации
вируссодержащей среды вирусные частицы кон-
центрировали центрифугированием при 35000 g в
течение 3 ч. Полученный осадок перерастворяли
в среде DMEM-F12 (“PAA”), смешивали в про-
порции 1 : 1 с исследуемыми нанотелами, раство-
ренными в различных концентрациях в такой же
питательной среде, и инкубировали смесь в те-
чение 20 мин. После этого в смесь добавляли по-
либрен (“Sigma-Aldrich”) до концентрации
5 мкг/мл и вносили в клетки линии HEK-293-
ACE2 или HEK-293T-ACE2, которые за 24 ч до
эксперимента высевали на 96-луночный планшет
(1.2 × 104 клеток/лунка). Планшет центрифугиро-
вали при 850 g в течение 3 ч при 37°С, заменяли
псевдовируссодержащую среду на обычную и
культивировали клетки в течение 48 ч. Люминес-
центный сигнал регистрировали с использовани-
ем Luciferase Assay System (“Promega”, США) на
микропланшетном сканере Triad (“Dynex”). За
100% принимали величину люминесцентного
сигнала в лунках с псевдовирусом без нанотел.

Биослойная интерферометрия. Для определе-
ния константы диссоциации (Kd) взаимодействия
нанотел с тримерным эктодоменом S-белка ис-
пользовали очищенные препараты биотинилиро-
ванных нанотел и препарат экспонированного
тримера S-белка. Определение проводили при
помощи биосенсоров Streptavidin (SA) и прибора
BLItz (“ForteBio”, США). Для оценки перекрыва-
ния эпитопов различных нанотел использовали
пары “биотинилированное нанотело-1–небиоти-
нилированное нанотело-2” и препарат рекомби-
нантного RBD. На биосенсор сорбировали биоти-
нилированное нанотело-1, погружали биосенсор в
раствор препарата RBD (1 мг/мл), отмывали и по-
мещали в раствор нанотела-2 (1 мг/мл). Критерием,
определяющим взаиморасположение эпитопов,
служила высота плато сигнала после добавления
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RBD и после отмывки от нанотела-2. В случае,
когда оба плато были одинаковой высоты, счита-
ли, что эпитопы перекрываются; когда второе
плато было выше первого, считали, что эпитопы
отделены друг от друга. Для каждой пары нанотел
эксперимент повторяли в прямой и обратной по-
становке.

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку результатов проводили с помощью пакета
статистических программ Prism 8 (GraphPad Soft-
ware, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для конструирования иммунных библиотек

использовали генетический материал, получен-

ный от двух иммунизированных альпак (Vicugna
pacos). Для иммунизации одного из животных
использовали тримерный эктодомен S-белка
SARS-CoV-2 (Уханьский штамм), второго имму-
низировали рекомбинантным RBD S-белка. По-
сле проведения четырехкратной иммунизации и
достижения высоких уровней сывороточных ан-
тител против S-белка по данным ИФА (рис. 1в) у
животных проводили забор периферической кро-
ви и выделяли субфракции мононуклеарных кле-
ток, связывающихся с иммобилизованным на
микроносителях S-белком. Помимо отобранных
с помощью селекции фракций В-клеток для со-
здания библиотек использовали и тотальные
фракции периферических мононуклеаров. Даль-
нейшую селекцию проводили в два раунда, при-

Рис. 1. Селекция нанотел из иммунных библиотек. а – Cхема приготовления библиотек и проведения селекции. Sff,
Rff – библиотеки, полученные из тотальных фракций периферических мононуклеаров животных; S и R приготовлены
из селектированных с тримерным эктодоменом S-белка (etS) В-клеток. Под цифрой 1 (1S, 1R, 1Sff, 1Rff) приведены
библиотеки, полученные после второго раунда селекции против RBD; под цифрой 2 (2S, 2R, 2Sff, 2Rff) ‒ библиотеки
после второго раунда селекции против S-белка. б – Доля специфических антител в каждой из библиотек после прове-
дения селекции, определенная по результатам ИФА на единичных клонах. в – Специфическая активность сывороточ-
ных антител в крови животных на момент каждого из раундов иммунизации. И ‒ иммунизация.
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чем для второго раунда использовали в параллели
либо тримерный эктодомен S-белка, либо RBD.
Схема процесса селекции приведена на рис. 1а.
По окончании селекции в каждой из библиотек
оценивали долю клонов, специфически связыва-
ющихся с эктодоменом S-белка. Установлено,
что наибольшая доля специфических клонов вы-
явлена в библиотеках 2R и 1S. Наименьшее число
релевантных вариантов нанотел содержали биб-
лиотеки, полученные из тотальных фракций пе-
риферических мононуклеаров (рис. 1б). Это озна-
чает, что предварительная селекция В-клеток на
иммобилизированном антигене позволяет изба-
виться от нецелевых последовательностей, кото-
рые иначе продолжают контаминировать смесь
бактериофагов даже после проведения двух раун-
дов селекции. Кроме того, использование в каче-
стве мишени для селекции альтернативной фор-

мы целевого белка (эктодомена S-белка в случае
RBD-библиотеки или RBD для библиотеки, по-
лученной от животного, иммунизированного эк-
тодоменом S-белка) позволяет добиться большей
представленности релевантных последователь-
ностей за счет обеднения вариантов, распознаю-
щих недоступные эпитопы.

Рестрикционное картирование индивидуаль-
ных клонов нанотел, связывающихся с S-белком,
и последующее выборочное секвенирование
представителей каждого типа показало, что в
библиотеках 1S, 2S, 1R и 2R доминируют 13 се-
мейств последовательностей. Представленность
каждого из них варьировала от единственной ко-
пии до 15% от всех проанализированных клонов, а
длина наиболее вариабельных областей (CDR3) –
от 10 до 22 аминокислотных остатков (рис. 2а).
Структура нанотел была характерной для пред-

Рис. 2. Характеристики отобранных нанотел. а – Перечень наиболее распространенных последовательностей нано-
тел. Длина вариабельных областей (CDR) приведена в виде числа аминокислотных остатков. б – Общая характеристи-
ка полученных нанотел: иммуноген, в ответ на который сформировалось нанотело; исходная библиотека, в которой
оно было обнаружено; мишени, использованные для селекции на первом и втором раундах, и константа диссоциации
для растворимого варианта нанотела. в – Выравнивание аминокислотных последовательностей нанотел. Сверху – ну-
мерация по Кабату; цветом выделены аминокислоты, входящие в CDR.
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ставителей Верблюдовых Нового света; однако
наличие дополнительной дисульфидной связи,
как отличительной особенности состоящих из тя-
желых цепей антител Верблюдовых, было выяв-
лено только у одного варианта ‒ 2B2 (50C‒100C).
Сравнение последовательностей различных се-
мейств нанотел приведено на рис. 2в.

Представители каждого из отобранных се-
мейств нанотел были экспрессированы в свобод-
ной форме и исследованы методом биослойной
интерферометрии для определения степени
сродства к S-белку и специфичности такого вза-
имодействия (рис. 2б). Наиболее сильное связы-
вание было зафиксировано для варианта 1H3

(Kd = 9.51 × 10‒10 M), а наименьшее – для вариан-

та 2G11 (Kd = 1.07 × 10‒7 M). Все проанализиро-

ванные варианты характеризовались минималь-
ной фоновой активностью в тесте с клеточными
лизатами.

Для анализа ингибиторной активности ото-
бранных вариантов в отношении взаимодействия
S-белка с ACE2 был использован конкурентный

формат ИФА. При оценке активности нанотел в

диапазоне концентраций от 5 мкг/мл до 2.5 пг/мл

показано, что варианты 1G11, 1C8, 2F8, 2G11,

1H3, 2B4 и 1D10 блокируют взаимодействие S-белка

с ACE2, причем наименьшие концентрации тре-

бовались для вариантов 1G11, 1C8 и 2F8, а наи-

большая – для 1D10 (рис. 3а). Все другие проана-

лизированные нанотела (2A7, 2E6, 2F12, 1B6) за-

метной ингибиторной активностью не обладали.

С целью верифицировать релевантность полу-

ченных результатов на модели, более приближен-

ной к естественным условиям вирусной инфек-

ции, мы получили клеточную линию HEK-293T-

ACE2, экспрессирующую на плазматической мем-

бране белок ACE2, и конструкцию pMD2-Swt, ко-

дирующую полноразмерную последовательность

S-белка. Используя эту конструкцию, мы полу-

чили лентивирусные частицы, псевдотипирован-

ные S-белком и несущие репортерный ген люци-

феразы. Варианты нанотел, сработавшие в кон-

курентном ИФА, были проанализированы на

способность подавлять инфекцию чувствитель-

Рис. 3. Функциональная активность отобранных нанотел и эпитопное картирование. а – Результаты конкурентно-
го ИФА на эктодомен ACE2 с отобранными нанотелами; детекция ‒ по биотинилированному эктодомену S-белка.
б – Ингибирование нанотелами трансдукции чувствительных клеток репортерными псевдовирусами. За 100% при-
нят люминесцентый сигнал в контрольных лунках (без добавления нанотел). в – Пример анализа на перекрывание
эпитопов связывания для двух нанотел (2F8‒2F8 – общий эпитоп; 2F8‒1H3 – различные эпитопы) и схематиче-
ское изображение взаимного расположения эпитопов, распознаваемых нанотелами. г – Ингибирование нанотела-
ми трансдукции клеточной линии HEK-293T-ACE2 репортерными псевдовирусами.
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ных клеток линии HEK-293T-ACE2 репортерсо-
держащими псевдовирусными частицами. Пока-
зано, что варианты 1D10, 1H3, 2F8, 2F12, 2B4 и
2E6 блокируют трансдукцию клеток псевдовиру-
сами. Лучшим ингибитором в этом случае оказал-
ся вариант 1D10 ‒ с 50%-ной концентрацией ин-
гибирования (IC50) 0.0016 мкг/мл, а самыми слабыми

были варианты 2E6 и 2F12 (IC50 = 1 мкг/мл). Нано-

тела 1G11 и 1B6 не ингибировали трансдукцию
(рис. 3б и 3г).

С целью определить, связываются ли отобран-
ные нанотела с каким-то одним эпитопом в со-
ставе S-белка либо их области связывания не пе-
рекрываются, мы провели эксперимент с парным
эпитопным картированием. Для этого на биосен-
сор BLI сорбировали первое нанотело и реги-
стрировали сигнал, после чего сенсор обрабаты-
вали эктодоменом S-белка либо RBD, а затем
вторым нанотелом. В том случае, когда обработка
вторым нанотелом приводила к увеличению сиг-
нала, считали, что все три белка сохраняют связь
с сенсором. Следовательно, анализируемые на-
нотела связываются с разными эпитопами S-белка.
В том случае, когда сигнал сохранялся на преж-
нем уровне либо снижался, считали, что эпитопы
исследуемых нанотел перекрываются. На основа-
нии полученных данных построена схематичная
карта расположения эпитопов нейтрализующих
нанотел. Все варианты нанотел связывались с до-
меном RBD, причем эпитоп нанотела 2F8 частич-
но перекрывался с эпитопами 2G11, 2B4 и 1D10,
которые при этом взаимно не перекрывались; а
эпитоп варианта 1H3 незначительно перекрывал-
ся только с эпитопом 1D10 (рис. 3в).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При сравнении эффективности проведения
селекции из библиотек, полученных с использо-
ванием и без использования процедуры обогаще-
ния В-клеточной фракции целевыми последова-
тельностями, можно заключить, что ее введение
повышает выход релевантных последовательно-
стей и снижает контаминацию выходных пулов
неспецифическими вариантами нанотел. Для
проведения обеих стадий селекции использовали
более интенсивные, чем обычно, режимы отмыв-
ки, что теоретически должно снижать влияние
селекции В-клеток за счет быстрого удаления не-
связавшихся бактериофагов [17], однако разли-
чия в содержании целевых клонов между библио-
теками сохранились на достаточно высоком
уровне. На основании этого можно сделать вы-
вод, что обогащение целевыми В-клетками перед
приготовлением библиотеки позволяет снизить
трудозатраты и быстро получить высокоспеци-
фичные нанотела против мишени. Вместе с тем, в
библиотеках, полученных из тотальной фракции
мононуклеаров, помимо примесных, по-видимо-

му, сохранялось большее разнообразие редких
целевых последовательностей нанотел [18], что
позволило получить из них варианты, обладаю-
щие высоким сродством к S-белку и хорошей
нейтрализующей активностью (например, 2F8).
Сравнивая результаты проведенной нами селек-
ции с полученными другими авторами [19‒24],
можно отметить их хорошую сходимость. Так,
при селекции нанотел к SARS-CoV-2 из синтети-
ческих библиотек [22], либо с использованием
глубокого секвенирования последовательностей
между раундами селекции [23], либо с примене-
нием бактериального диспля [24] максимальные
значения аффинности находились в нижнем на-
номолярном или субнаномолярном диапазоне,
что примерно соответствует характеристикам на-
нотел, полученных нами. Это подтверждает, что
использование обогащения В-клеточной фрак-
ции позволяет ускорить получение высокоспеци-
фичных нанотел без снижения качества по срав-
нению с другими методами селекции.

Оба варианта использованных антигенов об-
ладали высокой иммуногенностью в организме
альпак, а высокое содержание специфически свя-
зывающихся с ними клонов нанотел уже после
двух раундов селекции может быть обусловлено
тем, что в ходе отбора чередовали использование
S-белка и RBD. При анализе структуры отобран-
ных нанотел следует обратить внимание на низ-
кую частоту возникновения характерной для тя-
желоцепочечных антител Верблюдовых дополни-
тельной дисульфидной связи, что может быть
связано с особенностями наиболее иммуноген-
ных эпитопов в структуре белка. Это может за-
труднить использование этих нанотел в качестве
лекарственных средств, для которых важны такие
показатели как устойчивость к агрегированию и
высокая стабильность в широком диапазоне тем-
ператур [25].

Сравнивая результаты тестирования отобран-
ных нанотел в конкурентном ИФА и в тесте с ре-
портерными псевдовирусными частицами, мы
пришли к заключению, что применение ИФА
позволяет с высокой долей вероятности предска-
зать наличие биологической активности нанотел
и в тестах in vivo, так как этот метод нечувствите-
лен к побочным факторам и определяет только
взаимодействие между S-белком и его мишенью –
ACE2. При этом следует учитывать, что конку-
рентный ИФА не позволяет выявлять нанотела,
нейтрализующие вирус иным образом, например
за счет блокирования конформации S-белка в не-
активированной форме, что препятствует слия-
нию мембран вируса и клетки [26]. Мы предпола-
гаем, что именно этим эффектом можно объяс-
нить результаты, полученные при измерении
активности нанотел 2E6 и 2F12: неактивные в
конкурентном ИФА, они блокировали трансдук-
цию чувствительных клеток репортерными псев-
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довирусными частицами. В целом, по результа-
там проведенной работы, для дальнейших иссле-
дований ‒ с целью создания терапевтического
препарата ‒ логично выбрать наиболее активные
нанотела: 1D10, 1H3 и 2F8, ‒ для которых получе-
ны наименьше значения IC50 как в конкурентном

ИФА, так и в тесте с псевдовирусными частицами.

Эпитопы, с которыми связываются отобран-
ные нанотела, различаются и перекрываются на
небольших областях. Это повышает вероятность
того, что как минимум часть идентифицирован-
ных нанотел сохранит свою активность и в отно-
шении мутантных вариантов S-белка, в частности
B.1.617.2 и B.1.1.529. Мы считаем, что наибольшей
терапевтической эффективностью будет обладать
коктейль из нескольких вариантов нанотел [27].
Это позволит перекрыть широкий спектр эпито-
пов SARS-CoV-2 и нейтрализовать появляющие-
ся эволюционные варианты вируса без необходи-
мости изменять формулу лекарственного сред-
ства [28]. Малый размер нанотел, их физико-
химические свойства и возможность быстрого
получения ‒ эти факторы позволяют надеяться
на применение такого коктейля в ингаляционной
форме [29]. Это важно для быстрой доставки пре-
парата к цели ‒ в клетки легочного эпителия [30].
Такой способ введения обеспечит быстрое дости-
жение терапевтического эффекта на ранней ста-
дии заражения, а также позволит применять пре-
парат в профилактических целях.

При помощи селекции В-клеток перед сбор-
кой фагмидных библиотек и чередования антиге-
нов в ходе отбора нам удалось получить панель
нейтрализующих нанотел к S-белку SARS-CoV-2,
которые эффективно ингибируют взаимодей-
ствие между S-белком и его клеточным рецепто-
ром ‒ ACE2. Полученные нанотела с высокой аф-
финностью и специфичностью связываются с
разными эпитопами в области RBD S-белка
SARS-CoV-2. Терапевтическое применение кок-
тейля таких нанотел можно рассматривать как
потенциальное противовирусное средство, эф-
фективное в отношении вновь появляющихся ва-
риантов вируса SARS-CoV-2, быстро эволюцио-
нирующего в человеческой популяции.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ
№ 20-04-60488.

Все манипуляции, проведенные с животными,
соответствовали этическим стандартам, сформу-
лированным в Хельсинкской декларации и при-
нятой практике проведения таких процедур.
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Development of a Series of Neutralizing Nanobodies
against SARS-CoV-2 Spike Protein

V. A. Zhuchkov1, S. V. Ivanov1, J. E. Kravchenko1, and S. P. Chumakov1, *
1Shemyakin‒Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117997 Russia

*e-mail: hathkul@gmail.com

Countering the spread of new respiratory infections and reducing the damage they cause to society requires
efficient strategies for rapid development of targeted therapeutics, such as monoclonal antibodies. Nanobo-
dies, defined as variable fragments of heavy-chain camelid antibodies, have a set of characteristics that make
them particularly convenient for this purpose. The speed at which the SARS-CoV-2 pandemic had spread has
confirmed that a key factor in the development of therapeutics is obtaining highly effective blocking agents as
soon as possible, as well as the diversity of epitopes to which these agents bind. We have optimized the process
of selection of blocking nanobodies from the genetic material of camelids and obtained a panel of nanobody
structures with affinity to spike protein in the lower nanomolar and picomolar ranges and high binding spec-
ificity. The subset of nanobodies that demonstrate the ability to block the interaction between the spike pro-
tein and the cellular ACE2 receptor was selected in experiments in vitro and in vivo. It has been established
that the epitopes bound by the nanobodies are located in the RBD domain of the spike protein and have little
overlap. The diversity of binding regions may allow the mixture of nanobodies to retain potential therapeutic
efficacy towards new variants of the spike protein, and the structural features of nanobodies, in particular,
their compact size and high stability, indicate the possibility of their utilization in the form of aerosols.

Keywords: nanobodies, SARS-CoV-2, spike protein, RBD, ACE2, neutralizing antibodies, monoclonal an-
tibody, immunotherapy
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