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Резюме	 Важным параметром, оцениваемым при мониторинге иммунной прослойки у населения 
и эффективности вакцинации населения, является уровень вируснейтрализующих анти-
тел. Разработка подхода к выявлению вируснейтрализующих антител к вирусу SARS-CoV-2 
с помощью безопасного, простого и быстрого метода, не требующего использования жи-
вых вирусов, имеет большое значение для борьбы с пандемией COVID-19. Для разработ-
ки тест-систем для проведения иммуноферментного анализа (ИФА), детектирующих по-
тенциально вируснейтрализующие антитела, необходимо получение высокоочищенного 
рекомбинантного рецептор-связывающего домена (RBD) S-белка, обладающего высокой 
авидностью к специфическим антителам. Цель работы: получение и характеристика гомо-
димерной формы RBD S-белка вируса SARS-CoV-2, а также клеточной линии, продуцирую-
щей рекомбинантный RBD, для создания ИФА тест-системы для выявления потенциально 
вируснейтрализующих антител. Материалы и методы: дизайн генетической конструкции 
проводили in silico. Стабильную клеточную линию получали при помощи трансфекции кле-
ток CHO-S, селекции на антибиотике и отбора оптимального клона. Рекомбинантный RBD 
очищали с использованием хроматографических методов, получали мономерную и го-
модимерную формы RBD. Активность полученных форм анализировали с использовани-
ем методов Вестерн-блот, биослойной интерферометрии и непрямго ИФА. Для анализа 
использовали моноклональные антитела GamXRH19, GamP2C5 и h6g3, а также образцы 
сывороток крови добровольцев, вакцинированных препаратом Гам-КОВИД-Вак, и невак-
цинированных добровольцев. Результаты: получена клеточная линия CHO-S, стабильно 
продуцирующая рекомбинантный RBD S-белка вируса SARS-CoV-2. Показано, что при куль-
тивировании данной клеточной линии в режиме fed-batch более 7 суток рекомбинантный 
RBD способен образовывать гомодимеры за счет наличия неспаренных цистеинов. Коли-
чественный выход очищенного рекомбинантного RBD из культуральной жидкости соста-
вил 30–50 мг/л. Мономерная и гомодимерная формы RBD были разделены при помощи 
гель-фильтрации и охарактеризованы по способности взаимодействовать со специфиче-
скими моноклональными антителами, а также сыворотками крови от вакцинированных 
добровольцев. Продемонстрировано, что именно гомодимерная форма рекомбинантного 
RBD обладает повышенной авидностью к моноклональным антителам и антителам в сы-
воротке крови вакцинированных. Выводы: гомодимерная форма рекомбинантного RBD 
может являться более предпочтительной для анализа уровня антител к рецептор-связы-
вающему домену S-белка вируса SARS-CoV-2.
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Abstract	 Monitoring of the proportion of immune individuals and the effectiveness of vaccination in 
a population involves evaluation of several important parameters, including the  level of vi-
rus-neutralising antibodies. In order to combat the COVID-19 pandemic, it is essential to de-
velop approaches to detecting SARS-CoV-2 neutralising antibodies by safe, simple and rapid 
methods that do not require live viruses. To develop a test system for enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) that detects potential neutralising antibodies, it is necessary to obtain 
a highly purified recombinant receptor-binding domain (RBD) of the spike (S) protein with high 
avidity for specific antibodies. The aim of the study was to obtain and characterise a SARS-
CoV-2 S-protein RBD homodimer and a recombinant RBD-expressing cell line, as well as to cre-
ate an ELISA system for detecting potential neutralising antibodies. Materials and methods: 
the genetic construct was designed in silico. To generate a stable producer cell line, the au-
thors transfected CHO-S cells, subjected them to antibiotic pressure, and selected the opti-
mal clone. To  isolate monomeric and homodimeric RBD forms, the  authors purified the  re-
combinant RBD by chromatographic methods. Further, they analysed the activity of the RBD 
forms by Western blotting, bio-layer interferometry, and indirect ELISA. The analysis involved 
monoclonal antibodies GamXRH19, GamP2C5, and h6g3, as well as serum samples from volun-
teers vaccinated with Gam-COVID-Vac (Sputnik V) and unvaccinated ones. Results: the authors 
produced the CHO-S cell line for stable expression of the recombinant SARS-CoV-2 S-protein 
RBD. The study demonstrated the recombinant RBD’s ability to homodimerise after fed-batch 
cultivation of the  cell line for more than 7 days due to the presence of unpaired cysteines. 
The purified recombinant RBD yield from culture broth was 30–50 mg/L. Monomeric and ho-
modimeric RBD forms were separated using gel-filtration chromatography and characterised 
by their ability to interact with specific monoclonal antibodies, as well as with serum samples 
from vaccinated volunteers. The homodimeric recombinant RBD showed increased avidity for 
both monoclonal and immune sera antibodies. Conclusions: the homodimeric recombinant RBD 
may be more preferable for the analysis of levels of antibodies to the receptor-binding domain 
of the SARS-CoV-2 S protein.
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Введение
Коронавирусная инфекция 2019 (COVID-19) — 

тяжелое острое респираторное заболевание, 
впервые зарегистрированное в городе Ухань 
(Китай) в конце 2019 г.1; 11 марта 2020 г. была 
объявлена пандемия2. Возбудителем COVID-19 
является новый коронавирус SARS-CoV-2, кото-
рый относится к семейству Coronaviridae, роду 
Betacoronavirus. На ноябрь 2022 г. зарегистри-
ровано более 630 млн подтвержденных слу-
чаев заболевания COVID-19 и более 6,5 млн 
летальных исходов по всему миру3. Важную 
роль в ограничении распространения вируса 
играют показатели иммунного статуса населе-
ния. Для детекции антител в сыворотках крови 
переболевших или вакцинированных людей 
применяют различные методы, среди которых — 
иммуноферментный анализ (ИФА) и реакция 
нейтрализации.

SARS-CoV-2 имеет четыре основных структур-
ных белка: поверхностный шиповидный (spike) 
гликопротеин S (S-белок), оболочечный белок 
E, мембранный белок M и нуклеокапсидный 
белок N. Антитела, эффективно нейтрализую-
щие вирус SARS-CoV-2, специфичны к поверх-
ностному гликопротеину S. Данный белок игра-
ет ключевую роль в жизненном цикле вируса: 
S-белок взаимодействует с рецептором ангио-
тензинпревращающего фермента 2 типа (АСЕ2) 
на поверхности клетки, что приводит к интерна-
лизации вируса. S-белок состоит из двух субъ-
единиц: S1 содержит N-концевой домен (NTD) 
и рецептор-связывающий домен (RBD), S2 со-
держит гептадный повтор 1 (HR1) и гептадный 
повтор 2 (HR2). Антитела, специфичные к раз-
личным областям S-белка, имеют разные меха-
низмы ингибирования жизненного цикла вируса 
SARS-CoV-2. Например, антитела, связывающи-
еся с NTD, образуют комплекс белок–антитело, 
предотвращающий конформационные измене-
ния в S-белке и блокирующий слияние мембран 
и проникновение вируса. Антитела, связываю-
щиеся с RBD S-белка, образуют комплексы, ин-
гибирующие взаимодействие RBD с рецептором 
ACE2, тем самым предотвращая интернализа-
цию вируса [1]. Было показано, что около 90% 
антител, нейтрализующих SARS-CoV-2, специ-
фичны к RBD [2].

1	 Coronavirus disease (COVID-19) pandemic. WHO. https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019
2	 WHO Director-General’s opening remarks at the  media briefing on COVID-19 — 11 March 2020. WHO. https://www.who.

int/director-general/speeches/detail/who-director-general-s-opening-remarks-at-the-media-briefing-on-covid-19---11-
march-2020

3	 WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard. WHO. https://covid19.who.int/
4	 https://clinline.ru/reestr-klinicheskih-issledovanij/630-28.10.2022.html
5	 https://clinline.ru/reestr-klinicheskih-issledovanij/588-21.10.2020.html

Таким образом, RBD является важной мише-
нью при разработке препаратов для профилак-
тики и терапии COVID-19, а также диагностиче-
ских тест-систем для исследования иммунного 
ответа к вирусу SARS-CoV-2.

Цель работы — получение и характеристи-
ка гомодимерной формы RBD S-белка вируса 
SARS-CoV-2, а также клеточной линии, проду-
цирующей рекомбинантный RBD, для создания 
ИФА тест-системы для выявления потенциально 
вируснейтрализующих антител.

Материалы и методы
Материалы

Гуманизированное моноклональное антитело 
GamXRH19 и тяжелоцепочечное моноклональ-
ное антитело GamP2C5 являются компонентами 
препарата ГамКовиМаб (лекарственный пре-
парат для экстренной профилактики и ранней 
этиотропной терапии коронавирусной инфек-
ции, вызываемой вирусом SARS-СoV-2, на осно-
ве гуманизированных моноклональных антител, 
раствор для инфузий, находящийся на II  фазе 
клинических исследований4), производства фи-
лиала «Медгамал» ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гама-
леи» Минздрава России.

Гуманизированное моноклональное антитело 
h6g3 — компонент препарата ГамЭзуМаб (лекар-
ственный препарат для этиотропной терапии 
и экстренной профилактики лихорадки Эбо-
ла, прошедший I фазу клинических исследова-
ний5), производства филиала «Медгамал» ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России.

В работе были использованы образцы сыво-
ротки крови добровольцев, вакцинированных 
препаратом Гам-КОВИД-Вак (4 образца), а также 
образцы сыворотки крови невакцинированных 
добровольцев в качестве контроля (2 образ-
ца). Образцы сывороток крови были получены 
в рамках исследования уровня вируснейтрали-
зующих антител, проводимого совместно с Де-
партаментом здравоохранения города Москвы.

Исследование было одобрено комитетом 
по биоэтике ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 
Минздрава России (протокол № 17 от 03.12.2021). 
Исследование выполнено в соответствии с тре-
бованиями Хельсинкской декларации.

https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019
https://www.who.int/director-general/speeches/detail/who-director-general-s-opening-remarks-at-the-media-briefing-on-covid-19---11-march-2020
https://www.who.int/director-general/speeches/detail/who-director-general-s-opening-remarks-at-the-media-briefing-on-covid-19---11-march-2020
https://www.who.int/director-general/speeches/detail/who-director-general-s-opening-remarks-at-the-media-briefing-on-covid-19---11-march-2020
https://covid19.who.int/
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79

Derkaev A.A., Ryabova E.I., Prokofiev V.V., Favorskaya I.A., Grousova D.M., Esmagambetov I.B., Dolzhikova I.V., Shcheblyakov D.V.
Production and characterisation of a SARS-CoV-2 S-protein RBD homodimer with increased avidity for specific antibodies

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2023, V. 23, No. 1

Методы
Дизайн генетической конструкции. Аминокис-

лотную последовательность рецептор-связыва-
ющего домена (RBD) поверхностного S-белка 
вируса SARS-CoV-2 (аминокислотная последова-
тельность из 319–541 аминокислотных остатков 
(а.о.), UniProtKB: locus SPIKE_SARS2, accession 
P0DTC26) модифицировали c N-конца сигналь-
ным пептидом щелочной фосфатазы SEAP 
(MLLLLLLLGLRLQLSLGI) и с С-конца последова-
тельностью глицин-серинового линкера и гисти-
диновой метки (GSHHHHHHHHH). Модифика-
ции in silico проводили при помощи программы 
Geneious Prime7. Кодонный состав нуклеотидной 
последовательности полученного полипептида 
адаптировали для экспрессии в клетках СНО; 
синтез нуклеотидной последовательности про-
веден ЗАО «Евроген» (Россия). Нуклеотидную 
последовательность клонировали в плазмиду 
pCEP4 (Invitrogen, США) по сайтам рестрикции 
XbaI (Thermo Fisher Scientific, США) и HindIII 
(Thermo Fisher Scientific, США), получая таким 
образом плазмиду pCEP-RBD-SARS-CoV-2. Да-
лее плазмиду нарабатывали в препаративных 
количествах, как описано авторами ранее [3], 
и очищали при помощи коммерческого набора 
Plasmid Midiprep 2.0 (ЗАО «Евроген», Россия).

Трансфекция культуры клеток и селекция 
трансфицированных клонов. Плазмиду CEP-RBD-
SARS-CoV-2, подвергали гидролизу по сайту 
рестрикции AhdI. Линеаризованную плазмиду 
очищали из рестрикционной смеси при помощи 
набора Cleanup Standard (ЗАО «Евроген», Рос-
сия) согласно протоколу производителя. Культу-
ру клеток CHO-S (Thermo Fisher Scientific, США) 
трансфицировали линеаризованной плазмидой 
pCEP-RBD-SARS-CoV-2 с использованием систе-
мы CHOgro (Mirus Bio, США) в соответствии с про-
токолом производителя. Клетки культивировали 
в 6-луночных культуральных планшетах (Corning, 
США) при 5% СО2, 80% влажности, 37 °C. Спустя 
24  часа после трансфекции питательную среду 
заменяли на среду SFM4CHO (Cytiva, США) и до-
бавляли антибиотик гигромицин B (InvivoGen, 
США) в концентрации 400 мкг/мл. Клетки куль-
тивировали в течение 7 сут, после чего концен-
трацию антибиотика увеличивали до 600 мкг/мл 
и продолжали культивирование в течение 7 сут; 
затем увеличивали концентрацию антибиотика 
до 800 мкг/мл и далее культивировали клетки 
еще неделю. Питательную среду в лунках заме-
няли свежей по мере закисления. Изменение pH 
культуральной жидкости оценивали визуально 

6	 https://www.uniprot.org/uniprotkb/P0DTC2/entry
7	 https://www.geneious.com/prime/

при помощи красителя фенолового красного 
(Sigma Aldrich, США). Периодически оценивали 
жизнеспособность клеток в лунках с использо-
ванием автоматического счетчика клеток TC20 
(Bio-Rad, США). Для этого 20 мкл клеточной су-
спензии смешивали в соотношении 1:1 с 0,4% 
раствором трипанового синего (Bio-Rad, США). 
В качестве контролей селекции использовали 
интактные клетки без добавления антибиотика 
(контроль условий культивирования) и интакт-
ные клетки с добавлением антибиотика (кон-
троль активности антибиотика).

Получение суспензии клонов-продуцентов. Кле-
точную суспензию после трансфекции и культи-
вирования с антибиотиком гигромицином B вы-
севали в 96-луночные планшеты (Corning, США) 
в концентрации 7 клеток/мл (100 мкл суспензии 
в лунку) в среде SFM4CHO с добавлением 20% 
кондиционированной культуральной жидкости. 
Описанным выше способом проводили высе-
вание клеток в десять планшетов. Клетки куль-
тивировали при 5% СО2, 80% влажности, 37 °C 
в течение 14 сут, затем культуральную жидкость 
отбирали для анализа продукции рекомбинант-
ного RBD и взамен добавляли свежую питатель-
ную среду SFM4CHO. Моноклональность оцени-
вали визуально, под микроскопом, по наличию 
в лунках единичных фокусов роста клеток. 
При достижении высокой плотности культураль-
ной суспензии отобранные клоны-продуценты 
пересевали в 6-луночные планшеты и культи-
вировали в среде SFM4CHO при 5% СО2, 80% 
влажности, 37 °C. При достижении концентра-
ции клеток в лунках 106 клеток/мл суспензию 
клонов пересевали в культуральные флаконы 
площадью 25 см2. При достижении концентра-
ции клеток в лунках 106 клеток/мл суспензию 
клонов пересевали в культуральные колбы Эр-
ленмейера объемом 125 мл (Corning, США). Ко-
личество и выживаемость клеток оценивали 
при помощи счетчика клеток TC20, как описано 
в предыдущем подразделе.

Культивирование клонов-продуцентов в куль‑
туральных колбах. Культивирование клонов-про-
дуцентов в культуральных колбах Эрленмейера 
осуществляли при 5% СО2, 80% влажности, 37 °C, 
при постоянном перемешивании с использова-
нием шейкера-инкубатора Multitron (Infors HT, 
Швейцария) со скоростью 120 об/мин. Культи-
вирование в колбах объемом 125 мл осущест-
вляли с рабочим объемом клеточной суспензии 
25 мл, в колбах объемом 500 мл — с рабочим 
объемом клеточной суспензии 100 мл и в колбах 

https://www.uniprot.org/uniprotkb/P0DTC2/entry
https://www.geneious.com/prime/
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объемом 1000 мл — с рабочим объемом клеточ-
ной суспензии 200 мл по мере необходимости 
масштабирования. Клеточную суспензию пере-
севали при достижении концентрации клеток 
(4–5)×106 клеток/мл (как правило, через 2–3 сут 
культивирования). Количество и выживаемость 
клеток оценивали при помощи счетчика кле-
ток TC20. При культивировании отобранного 
клона-продуцента в стадии продукции (режим 
культивирования с подпиткой, fed-batch), еже-
дневно к клеточной суспензии добавляли 3 г/л 
глюкозы («ПанЭко», Россия) и 1 ммоль глютами-
на («ПанЭко», Россия). Определение концентра-
ции нутриентов (глюкоза, глютамат, глютамин) 
и метаболитов (лактат и аммоний) проводили 
при помощи анализатора метаболитов Cedex 
Bio Analyzer (Roche CustomBiotech, Швейцария). 
Культивирование в стадии продукции прово-
дили в течение 7–10 сут. Завершение процесса 
культивирования осуществляли при падении 
выживаемости клеточной культуры до 70%.

Очистка рекомбинантного RBD из культураль‑
ной жидкости. Первичную очистку рекомбинант-
ного RBD из культуральной жидкости осущест-
вляли при помощи металл-хелатной аффинной 
хроматографии [4]. Хроматографию проводили 
в режиме связывание-элюция (bind-elute mode) 
на приборе AKTA Start, Cytiva, с использованием 
1 мл колонки HisTrap HP, Cytiva. Элюцию проводи-
ли в изократическом режиме при скорости потока 
один объем колонки в минуту раствором: 20 мМ 
Трис, 500 мМ хлорид натрия, 500 мМ имидазол, 
рН 8. Дополнительную очистку, замену буфера 
и разделение мономерных и димерных форм 
рекомбинантного RBD осуществляли при помо-
щи гель-фильтрации с использованием колонки 
XK 26/100 (Cytiva, США), упакованной сорбентом 
Superdex 200 pg (Cytiva, США) [5, 6], а также кон-
центрирования с использованием Vivaspin 20 
10 000 MWCO (Sartorius Stedim Biotech, Германия).

Определение концентрации и продукции реком‑
бинантного RBD в культуральной жидкости. Опре-
деление концентрации рекомбинантного RBD 
в культуральной жидкости осуществляли методом 
биослойной интерферометрии при помощи при-
бора Octet RED96 (Pall Biotech, США) и сенсоров 
Ni-NTA Dip and Read Biosensors (Pall Biotech, США) 
согласно протоколам фирмы-производителя.

Продукцию целевого белка на разные сут-
ки культивирования контролировали, исполь-
зуя метод электрофореза в полиакриламидном 
геле [7, 8]. Электрофорез проводили как в невос-
станавливающих, так и в восстанавливающих 
условиях с добавлением β-меркаптоэтанола.

Непрямой иммуноферментный анализ и Ве‑
стерн-блот. Непрямой иммуноферментный ана-

лиз (ИФА) и Вестерн-блот проводили, как описано 
авторами ранее [4–6, 9]. Полученные антигены 
сорбировали на поверхность ячеек 96-луночных 
иммунологических планшетов в концентрации 
100 нг/лунка в течение 16 ч при 4 ºС в карбонат-
но-калиевом буфере. Далее, после блокировки 
лунок планшетов раствором сухого обезжирен-
ного молока (Sigma Aldrich, США), вносили мо-
ноклональные антитела GamP2C5 и GamXRH19 
или образцы сыворотки крови вакцинирован-
ных (4 образца) и невакцинированных (2 образ-
ца) добровольцев. В качестве отрицательного 
контроля использовали антитело h6g3, специ-
фичное к гликопротеину GP вируса Эбола.

В качестве вторичных антител применяли ан-
титела NA933 (Amersham ECL HRP-Conjugated 
Antibodies, Cytiva, США), специфичные к IgG 
человека и конъюгированные с пероксидазой 
хрена. Определение концентрации рекомби-
нантного RBD для анализа проводили спек-
трофотометрически при длине волны 280 нм 
с помощью прибора NanoDrop 2000 (Thermo 
Fisher Scientific, США). Каждый образец антител 
и сывороток крови, использованных в непрямом 
ИФА, вносился в трех повторах. Обработку ре-
зультатов Вестерн-блот проводили при помощи 
прибора Amersham Imager 600 (GE Healthcare, 
США). Для обработки результатов непрямого 
ИФА использовали программное обеспечение 
Microsoft Excel 2010 (Microsoft, США).

Определение равновесных констант диссоци‑
ации антител с рекомбинантным RBD. Опре-
деление равновесных констант диссоциации 
осуществляли с использованием метода био-
слойной интерферометрии с помощью прибо-
ра Octet RED96 (Pall Biotech, США) и сенсоров 
Anti-Human IgG Fc Capture (AHC) Dip and Read 
Biosensors (Pall Biotech, США), как описано в ра-
боте D. Shcheblyakov с соавт. [7]. Измерения про-
водили в кинетическом буфере. Связывание ан-
тител с сенсорами осуществляли в концентрации 
1 мкг/ мл. Рекомбинантный RBD вносили в концен-
трации 100, 50 и 25 нг/мл соответственно. Обсчет 
результатов проводили в программе ForteBio 
Data Analysis 10.0 (ForteBio, США). Концентра-
цию RBD и моноклональных антител определяли 
спектрофотометрически при длине волны 280 нм 
с помощью прибора Nanodrop 2000 с последу-
ющим учетом уникальных коэффициентов экс-
тинкции для каждого моноклонального антитела. 
Каждый эксперимент проводили в трех повторах.

Результаты и обсуждение
В настоящее время оценка уровня вирус

нейтрализующих антител (ВНА) к вирусу 
SARS-CoV-2 в плазме крови вакцинированных 
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и переболевших людей является актуальной за-
дачей. Уровень ВНА может служить косвенным 
показателем защиты организма от инфициро-
вания вирусом SARS-CoV-2 и, как следствие, за-
щиты от заболевания COVID-19 [8]. Вирусней-
трализующими являются в основном антитела, 
специфичные к определенным эпитопам рецептор-
связывающего домена RBD гликопротеина S ви-
руса SARS-CoV-2 [9]. Таким образом, о количестве 
ВНА в организме можно косвенно судить по коли-
честву антител, специфичных к RBD [10].

Самым простым и удобным количественным 
методом определения уровня антител, специ-
фичных к RBD, является непрямой метод ИФА 
[11,  12]. ИФА проводится в несколько этапов: 
сорбция рекомбинантного RBD на 96-луночный 
планшет; добавление испытуемых образцов сы-
вороток или плазмы крови, а также референсных 
образцов; внесение конъюгированных вторичных 
антител. Уровень RBD-специфических антител 
определяют относительно уровня сигнала опти-
ческой плотности при длине волны 450 нм. Такой 
способ оценки уровня RBD-специфичных антител, 
которые потенциально могут быть вируснейтра-
лизующими, является более быстрым и безопас-
ным, чем прямая реакция нейтрализации in vitro 
с использованием живого или псевдотипирован-
ного вируса. Кроме того, данный подход можно 
применять для изучения специфической актив-
ности препаратов для терапии и экстренной 
профилактики COVID-19. В частности, уровень 
специфического сигнала к рекомбинантному RBD 
в непрямом ИФА являлся одним из критериев от-
бора однодоменных антител [4] при разработке 
препарата ГамКовиМаб, успешно прошедшего 
первую фазу клинических исследований.

Ключевым компонентом для разработки ме-
тода определения RBD-специфических антител 
в реакции непрямого ИФА является очищенный 
препарат рекомбинантного RBD. Следовательно, 
для получения производственных серий ИФА 
тест-систем необходимо разработать техноло-
гию получения рекомбинантного RBD, имеюще-
го высокую степень чистоты и, главное, облада-
ющего специфической активностью. В данной 
работе нами была разработана технология по-
лучения гомодимерной формы рекомбинант-
ного RBD, обладающей большей авидностью 
к специфическим антителам и, как следствие, 
большими уровнями сигнала по сравнению с мо-
номерной формой в реакции непрямого ИФА.

Получение клеточной линии, стабильно 
продуцирующей рекомбинантный RBD

При получении клеточной линии, стабильно 
продуцирующей рекомбинантный RBD, основ-

ными параметрами являются выход целевого 
продукта и его качество. Поскольку RBD S-белка 
вируса SARS-CoV-2 имеет четыре сайта гликози-
лирования, из которых два сайта О-гликозили-
рования [13] и два сайта N-гликозилирования 
[14,  15], а также несколько дисульфидных свя-
зей  [14], необходимо было использовать кле-
точную линию, способную обеспечивать дан-
ные модификации белка. Учитывая это, нами 
была выбрана культура клеток CHO-S, позво-
ляющая достигать высокий уровень экспрессии 
трансгена, а также обеспечивать гликозилиро-
вание и образование дисульфидных связей [16]. 
В качестве экспрессирующего вектора была ис-
пользована плазмида pCEP4, обеспечивающая 
высокий уровень экспрессии трансгена под кон-
тролем CMV-промотора, а также обладающая 
возможностью селекции клона-продуцента 
на антибиотике гигромицин В.

Аминокислотную последовательность RBD 
S-белка вируса SARS-CoV-2 (319–541 а.о.) мо-
дифицировали in silico c N-конца сигнальным 
пептидом щелочной фосфатазы SEAP и с С-конца 
последовательностью глицин-серинового лин-
кера и гистидиновой метки для секреции белка 
в культуральную жидкость и возможности очист-
ки с помощью металл-хелатной аффинной хро-
матографией соответственно. Схема конструк-
ции представлена на рисунке 1. Аминокислотная 
и нуклеотидная последовательности получен-
ной конструкции представлены на рисунке 2.

Далее нуклеотидную последовательность, ко-
дирующую созданную in silico конструкцию, син-
тезировали и клонировали в вектор pCEP4, полу-
чая таким образом вектор pCEP-RBD-SARS-CoV-2. 
Схематичное изображение плазмиды pCEP-RBD-
SARS-CoV-2 представлено на рисунке 3.

Далее проводили трансфекцию клеток CHO-S 
полученным вектором, селекцию и отбор транс-
фицированных клонов. Изучение продукции 
рекомбинантного RBD в культуральную жид-
кость отдельными клонами оценивали методом 
биослойной интерферометрии, позволяющим 
определять концентрацию белков, содержащих 
гистидиновую метку. В результате был отобран 
оптимальный клон-продуцент, обеспечиваю-
щий выход рекомбинантного белка RBD около 
30–50 мг/л культуральной жидкости. В процессе 
культивирования было обнаружено, что при дли-
тельном культивировании (более 7 сут) отобран-
ного клона-продуцента в культуральных колбах 
в режиме fed-batch с добавлением глюкозы и глю-
тамина постепенно происходит накопление гомо-
димерных форм рекомбинантного RBD, которые 
впоследствии можно выделить при помощи ме-
талл-хелатной аффинной хроматографии (рис. 4).
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На 7 сут культивирования происходит об-
разование и накопление гомодимерных форм 
RBD с молекулярной массой около 60 кДа 
(рис. 4, дорожка 5). Подвижность мономера RBD 
на электрофореграмме около 30 кДа (рис.  4, 
дорожки  1–4) может быть объяснена гликози-
лированием RBD. По всей видимости, данное 
явление связано с тем, что в аминокислотной 
последовательности RBD (319–541 а.о.) при-
сутствует неспаренный остаток цистеина, ва-
кантный для образования S–S связи и, таким 
образом, способный инициировать образова-
ние гомодимера из двух молекул RBD. Резуль-
таты электрофореза в невосстанавливающих 
условиях показали, что в образце очищенного 
рекомбинантного RBD на 7 сут культивирова-
ния отчетливо выявляется гомодимерная форма 
с молекулярной массой около 60 кДа (рис. 4, до-
рожка 5), а при электрофорезе в восстанавлива-
ющих условиях детектируется преимуществен-
но мономерная форма этого образца RBD (рис. 4, 
дорожка 11). Данные, полученные при прове-
дении электрофореза, подтверждают гипотезу 
образования димера RBD за счет дисульфидных 
связей неспаренных цистеинов, так как при вос-
становлении β-меркаптоэтанолом данная связь 
разрушается и в образце наблюдается преиму-
щественно мономерная форма.

Очистка и разделение мономерных 
и гомодимерных форм рекомбинантного RBD

Отобранный клон-продуцент культивировали 
в культуральных колбах Эрленмейера объемом 
1000 мл в рабочем объеме 200 мл в течение 7 сут, 

Рис. 1. Схематическое изображение генетической кон-
струкции, экспрессирующей рецептор-связывающий домен 
вируса SARS-CoV-2. SP — сигнальный пептид, обеспечива-
ющий секрецию белка в культуральную жидкость; RBD — 
рецептор-связывающий домен S-белка вируса SARS-CoV-2; 
His-tag — гистидиновая метка, обеспечивающая очистку 
белка аффинной хроматографией.

Fig. 1. Schematic representation of the  RBD-expressing ge-
netic construct. SP—signal peptide enabling protein secretion 
to culture broth; RBD—SARS-CoV-2 S-protein receptor-binding 
domain; His-tag—histidine tag for protein purification by affin-
ity chromatography.

Рис. 2. Аминокислотная (A) и нуклеотидная (B) последова-
тельности разработанной генетической конструкции. Си-
ним цветом обозначена последовательность SP, красным 
цветом — последовательность His-tag.

Fig. 2. Amino acid (A) and nucleotide (B) sequences of the de-
veloped genetic construct. The  signal peptide sequence is 
shown in blue; the His-tag sequence, in red.

MLLLLLLLGLRLQLSLGIRVQPTESIVRFPNITNL-
CPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYN-
SASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRG-
DEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNN-
LDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGST-
PCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLS-
FELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFGSHHHHHHH-
HHH

ATGCTGCTGCTCCTGTTGCTGTTGGGACTGAGACT-
GCAACTGTCTCTTGGCATCCGGGTGCAGCCCAC-
CGAATCCATCGTGCGGTTCCCCAATATCACCAATCT-
GTGCCCCTTCGGCGAGGTGTTCAATGCCACCAGATTC-
GCCTCTGTGTACGCCTGGAACCGGAAGCGGATCAG-
CAATTGCGTGGCCGACTACTCCGTGCTGTACAACTC-
CGCCAGCTTCAGCACCTTCAAGTGCTACGGCGTGTC-
CCCTACCAAGCTGAACGACCTGTGCTTCACAAACGT-
GTACGCCGACAGCTTCGTGATCCGGGGAGATGAAGT-
GCGGCAGATTGCCCCTGGACAGACAGGCAAGATC-
GCCGACTACAACTACAAGCTGCCCGACGACTTCAC-
CGGCTGTGTGATTGCCTGGAACAGCAACAACCTG-
GACTCCAAAGTCGGCGGCAACTACAATTACCTGTAC-
CGGCTGTTCCGGAAGTCCAATCTGAAGCCCTTCGAGC-
GGGACATCTCCACCGAGATCTATCAGGCCGGCAGCAC-
CCCTTGTAACGGCGTGGAAGGCTTCAACTGCTACTTC-
CCACTGCAGTCCTACGGCTTTCAGCCCACAAATGGCGT-
GGGCTATCAGCCCTACAGAGTGGTGGTGCTGAGCTTC-
GAACTGCTGCATGCCCCTGCCACAGTGTGCGGCCCTA-
AGAAAAGCACCAATCTCGTGAAGAACAAATGCGT-
GAACTTCGGAAGTCACCACCATCATCACCACCACCAT-
CATCACTGATAA

A

B

Рис. 3. Схематическое изображение плазмиды pCEP-RBD-
SARS-CoV-2.

Fig. 3. Schematic representation of the pCEP-RBD-SARS-CoV-2 
plasmid.
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после чего культуральную жидкость отделяли 
от клеток и очищали при помощи металл-хелат-
ной аффинной хроматографии с использованием 
колонки HisTrap HP. При хроматографировании 
культуральную жидкость наносили частями 
по 30–40 мл; при этом с одного нанесения на ко-
лонку получали около 1 мг целевого белка RBD. 

Собранные фракции, содержащие RBD, объеди-
няли, концентрировали до объема 10 мл с ис-
пользованием центрифужных концентраторов 
и далее проводили гель-фильтрацию. В резуль-
тате гель-фильтрации происходило разделение 
мономерной и гомодимерной форм рекомби-
нантного RBD (рис. 5).

Рис. 4. Электрофореграмма образцов рекомбинантного RBD, очищенных металл-хелатной аффинной хроматографией 
в разные сутки культивирования. Электрофорез проводили в невосстанавливающих (дорожки 1–5) и в восстанавливающих 
условиях (дорожки 7–11). Дорожки на электрофореграмме: образец, очищенный на 3 сут культивирования, — дорожки 1, 7; 
образец, очищенный на 6 сут — дорожки 2, 8; образец, очищенный на 4 сут, — дорожки 3, 9; образец, очищенный на 5 сут, — 
дорожки 4, 10; образец, очищенный на 7 сут — дорожки 5, 11; маркер молекулярной массы (Precision Plus Protein Dual Color 
Standards, Bio-Rad, США) — дорожки 6, 12.

Fig. 4. Electropherogram of recombinant RBD samples purified by metal-chelate affinity chromatography on different days of cul-
tivation. Electrophoresis was performed under non-reducing (lanes 1–5) and reducing conditions (lanes 7–11). Electropherogram 
lanes represent samples purified on cultivation day 3 (lanes 1, 7), day 4 (lanes 3, 9), day 5 (lanes 4, 10), day 6 (lanes 2, 8), and day 7 
(lanes 5, 11); lanes 6 and 12 show the molecular weight marker (Precision Plus Protein Dual Color Standards, Bio-Rad, USA).

Рис. 5. Хроматограмма рекомбинантного RBD. Хроматографическую очистку проводили с помощью гель-фильтрации с ис-
пользованием колонки ХК 26/100, упакованной сорбентом Superdex 200 pg.

Fig. 5. Chromatogram of the recombinant RBD purified by gel-filtration chromatography using an XK 26/100 column packed with 
Superdex 200 prep-grade resin.
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Таким образом, в результате гель-фильтра-
ции получили фракции, содержащие преиму-
щественно гомодимерную форму RBD (первый 
пик) и преимущественно мономерную форму 
(второй пик). Далее полученные фракции ана-
лизировали по взаимодействию со специфиче-
скими антителами с использованием методов 
Вестерн-блот, биослойной интерферометрии 
и непрямого ИФА, а также с сыворотками крови 
от вакцинированных Гам-КОВИД-Вак с помощью 
метода непрямого ИФА.

Изучение взаимодействия полученных форм 
рекомбинантного RBD со специфическими 
антителами методом Вестерн-блот

Разделенные при помощи гель-фильтрации 
фракции с гомодимерной и мономерной фор-
мами рекомбинантного RBD исследовали с по-
мощью Вестерн-блот анализа на способность 

связываться со специфическими моноклональ-
ными антителами (рис. 6). В качестве специфи-
ческих моноклональных антител использовали 
антитела GamP2C5 и GamXRH19, являющиеся 
компонентами препарата ГамКовиМаб, предна-
значенного для терапии заболевания COVID-19. 
В качестве контроля использовали образец ре-
комбинантного RBD до разделения с помощью 
гель-фильтрации.

Результаты, полученные с помощью Ве-
стерн-блот анализа, показали, что и мономер-
ная, и гомодимерная формы рекомбинантного 
RBD взаимодействуют со специфическими ан-
тителами. Полученные данные свидетельствуют 
о том, что и мономерная, и гомодимерная формы 
рекомбинантного RBD являются функционально 
активными молекулами, способными связывать-
ся со специфическими антителами, и не являют-
ся посторонними примесями.

Таблица 1. Данные определения равновесных констант диссоциации (KD)
Table 1. Data on the determination of equilibrium dissociation constants (KD)

Форма рекомбинантного RBD
Recombinant RBD form

KD моноклональных антител 
GamP2C5

GamP2C5 monoclonal antibody KD

KD моноклональных антител GamXRH19
GamXRH19 monoclonal antibody KD

Мономерная форма RBD
Monomeric RBD

(1,60±0,25)×10-8 M (1,20±0,58)×10-8 M

Гомодимерная форма RBD
Homodimeric RBD

(2,10±0,45)×10-8 M (3,20±0,45)×10-8 M

Исходный образец RBD до гель-
фильтрации (смесь мономерной 
и гомодимерной форм RBD)
Initial RBD sample before gel filtration (mix 
of monomeric and homodimeric forms)

(1,80±0,79)×10-8 M (1,80±0,30)×10-8 M

Рис. 6. Результаты вестерн-блот анализа различных фракций рекомбинантного RBD с использованием специфических 
моноклональных антител GamP2C5 (дорожки 1–3) и GamXRH19 (дорожки 5–7): дорожки 1, 5 — рекомбинантный RBD до 
гель-фильтрации; дорожки 2, 6 — мономерный рекомбинантный RBD; дорожки 3, 7 — гомодимерный рекомбинантный RBD; 
дорожки 4, 8 — маркер молекулярной массы (Precision Plus Protein Dual Color Standards, Bio-Rad, США).

Fig. 6. Western blots of recombinant RBD fractions, obtained with specific monoclonal antibodies GamP2C5 (lanes 1–3) and 
GamXRH19 (lanes 5–7); lanes 1 and 5—recombinant RBD before gel-filtration chromatography, lanes 2 and 6—monomeric recom-
binant RBD, lanes 3 and 7—homodimeric recombinant RBD, lanes 4 and 8—molecular weight marker (Precision Plus Protein Dual 
Color Standards, Bio-Rad, USA).
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Изучение взаимодействия полученных форм 
рекомбинантного RBD со специфическими 
антителами методом биослойной 
интерферометрии

Количественную оценку взаимодействия 
гомодимерной и мономерной форм рекомби-
нантного RBD со специфическими антителами 
GamP2C5 и GamXRH19 изучали при помощи опре-
деления равновесных констант диссоциации (KD) 
методом биослойной интерферометрии 
с использованием прибора Octet RED96 и сен-
соров Anti-Human Fc Capture. Полученные в ре-
зультате данные представлены в таблице 1.

Установлено, что гомодимерная форма RBD 
обладает повышенным сродством к монокло-
нальным антителам, что может быть следстви-
ем наличия большего количества эпитопов 
в одной молекуле для связывания с парато-
пами моноклональных антител. Так, антитела 
GamP2C5 и GamXRH19 имеют по два паратопа 
в каждой молекуле, которые предположитель-
но могут одновременно взаимодействовать 
с двумя эпитопами в молекуле гомодимерного 
рекомбинантного RBD и таким образом увели-
чивать авидность антител.
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Рис. 7. Результаты изучения взаимодействия полученных форм рекомбинантного RBD (А — смеси мономерной и гомодимер-
ной форм RBD, В — мономерной формы RBD, С — гомодимерной формы RBD) со специфическими моноклональными антите-
лами GamP2C5 и GamXRH19 методом иммуноферментного анализа. В легенде представлены обозначения использованных 
антител: GamP2C5 — тяжелоцепочечное моноклональное антитело, компонент препарата ГамКовиМаб; GamXRH19 — гума-
низированное моноклональное антитело, компонент препарата ГамКовиМаб; h6g3 — гуманизированное моноклональное 
антитело, компонент препарата ГамЭзуМаб (отрицательный контроль).

Fig. 7. ELISA analysis of interactions between the obtained recombinant RBD forms (A—monomeric and homodimeric RBD mix, 
B—monomeric RBD, C—homodimeric RBD) and specific monoclonal antibodies (GamP2C5 and GamXRH19). The  legend shows 
the antibodies used: GamP2C5 is a heavy chain monoclonal antibody, a component of GamCoviMab; GamXRH19 is a humanised 
monoclonal antibody, a component of GamCoviMab; and h6g3 is a humanised monoclonal antibody, a component of GamEzuMab 
(negative control).
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Изучение взаимодействия полученных форм 
рекомбинантного RBD со специфическими 
антителами и иммунными сыворотками крови 
в реакции непрямого ИФА

Проводили анализ взаимодействия получен-
ных форм рекомбинантного RBD (мономерной 
формы RBD; гомодимерной формы RBD; исход-
ного образца RBD до гель-фильтрации — смеси 
мономерной и гомодимерной форм RBD) с моно-
клональными антителами GamP2C5 и GamXRH19 
или образцами сыворотки крови вакцинирован-
ных лиц. В качестве отрицательных контролей 

использовали антитело h6g3, специфичное 
к гликопротеину GP вируса Эбола, а также сыво-
ротку крови невакцинированных добровольцев. 
Результаты представлены на рисунках 7 и 8.

Полученные в ИФА данные коррелируют 
с результатами предыдущих исследований. По-
казано, что уровень специфического сигнала 
(оптическая плотность при 450 нм) и значения 
титров как специфических моноклональных 
антител, так и иммунных сывороток крови наи-
более высокие в случае использования гомо-
димерной формы рекомбинантного RBD, ниже 

Рис. 8. Результаты изучения взаимодействия полученных форм рекомбинантного RBD (А — смеси мономерной и гомоди-
мерной форм RBD, В — мономерной формы RBD, С — гомодимерной формы RBD) с иммунными сыворотками крови от людей, 
вакцинированных Гам-КОВИД-Вак, методом иммуноферментного анализа. В легенде представлены обозначения использо-
ванных образцов сыворотки крови: 1, 2, 3, 4 — образцы сывороток крови вакцинированных добровольцев; 5, 6 — образцы 
сывороток крови невакцинированных добровольцев (отрицательный контроль).

Fig. 8. ELISA analysis of interactions between the obtained recombinant RBD forms (A—monomeric and homodimeric RBD mix, 
B—monomeric RBD, C—homodimeric RBD) and immune sera from vaccinated volunteers. The legend shows the serum samples 
used: 1, 2, 3, 4—sera of volunteers vaccinated with Gam-COVID-Vac; 5, 6—sera of non-vaccinated volunteers (negative control).
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в случае использования исходного образца RBD 
(смесь неразделенных мономерной и гомоди-
мерной форм RBD) и самые низкие при исполь-
зовании мономерной формы RBD. Полученные 
данные также подтверждают, что гомодимер-
ная форма RBD обладает большей авидностью 
к специфическим моноклональным антителам 
и специфическим антителам в сыворотке крови 
вакцинированных добровольцев. Представлен-
ные результаты позволяют утверждать, что го-
модимерная форма RBD более предпочтитель-
на для создания ИФА тест-систем для оценки 
специфической активности препаратов моно-
клональных антител, а также оценки уровня 
RBD-специфичных антител (потенциально ви-
руснейтрализующих) в сыворотке крови вакци-
нированных и переболевших людей.

Выводы
1. Получена клеточная линия, стабильно продуци-

рующая рекомбинантный рецептор-связываю-
щий домен (RBD) S-белка вируса SARS-CoV-2.

2. Показано, что в процессе культивирования 
полученной клеточной линии происходит ди-
меризация рекомбинантного RBD за счет на-
личия неспаренных цистеинов.

3. Отработаны схемы очистки и разделения 
мономерной и гомодимерной форм RBD 
при помощи металл-аффинной хроматогра-
фии и гель-фильтрации.

4. Изучена способность мономерной и гомо-
димерной форм RBD взаимодействовать со 
специфическими антителами в Вестерн-блоте, 
биослойной интерферометрии и ИФА. Про-
демонстрировано, что гомодимерная форма 
RBD обладает более высокой авидностью 
к специфическим антителам по сравнению 
с мономерной формой.

5. Гомодимерная форма RBD является более 
предпочтительной для создания ИФА тест-си-
стем для анализа уровня антител к RBD S-бел-
ка вируса SARS-CoV-2, а также оценки уровня 
потенциально вируснейтрализующих антител 
к вирусу SARS-CoV-2.
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