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Антигенные свойства нуклеопротеина вируса Sars-Cov-2 и его свободного N-
концевого домена изменяются при удалении рибонуклеиновой примеси
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Определение наличия антител к антигенам вируса SARS-CoV-2 является оптималь-
ным способом выявления людей, прошедших инфицирование вирусом вне зависимости от
развития симптомов COVID-19[1]. Нуклеопротеин (NP, N-антиген) вируса SARS-CoV-2
обильно синтезируется в цитоплазме зараженных клеток; обычно антитела к NP выявля-
ются у лиц, ранее инфицированных вирусом, с наиболее высокими титрами. Значительная
часть используемых в настоящий момент в мире тест-систем на антитела к вирусу SARS-
CoV-2 содержит в качестве антигена NP или его фрагменты. Нуклеопротеин состоит из
двух плотно свернутых доменов NTD и CTD, отвечающих за связывание РНК и димери-
зацию NP, соответственнов. Вследствие того, что NP - высокоосновый белок, склонный
к мультимеризации и неспецифическому связыванию нуклеиновых кислот[2], мы предпо-
ложили, что его антигенные свойства могут существенно изменяться в зависимости от
методов очистки рекомбинантного NP от примесей.
Полноразмерный нуклеопротеин (NP), а также его фрагменты NTD и CTD были получе-
ны в бактериальной системе экспрессии с использованием ранее разработанного плазмид-
ного вектора pHYP, содержащего токсин-антитоксинный локус Hok-Sok. Вследствие того,
что С-концевой домен NP не выявлялся во фракции растворимых белков, последующие
опыты проводили для полноразмерного NP и NTD.
Было установлено, что как полноразмерный NP, так и NTD образуют плотные комплексы
с РНК E.coli и могут быть очищены от примеси РНК при помощи обработки лизата E.Сoli
рибонуклеазой А и последующей промывки адсорбированного на хроматографическом
сорбенте белка раствором, содержащим 1,5 М NaCl. Для очищенных таким образом бел-
ков на небольшом числе образцов сывороток крови было продемонстрировано одновремен-
ное сильное увеличение сигнала в ИФА с антителами для лиц с подтвержденной по ПЦР
инфекцией SARS-CoV-2 и падение неспецифического сигнала для заведомо COVID-19 от-
рицательной нормализованной донорской плазмы крови. Также было установлено, что
рекомбинантный NP при дополнительной двухстадийной обработке раствором детергента
Triton X-114 может быть использован для специфической стимуляции T-клеток in vitro и
обеспечивает сравнимый с пептидными реагентами выброс гамма-ИФН активированными
клетками. Выражаем благодарность сотрудникам компании "Экзактэ Лабс" Казею В.И.,
Лобову А.В., Ивановой П.И. за проведение экспериментов по стимуляции T-клеток.
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