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С ДОПОЛНИТЕЛЬНЫМ БЕЛКОМ ORF8 SARS-CoV-2
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Методами спектроскопии и калориметрии изучено взаимодействие водорастворимого тетрасуль-
фофталоцианина кобальта(II) (СоРс) с дополнительным белком ORF8 SARS-CoV-2. Установлено,
что белок вызывает смещение агрегационного равновесия в растворах тетрасульфофталоцианина
кобальта в сторону димеризации. Димер СоРс связывается с белком ORF8, вероятнее всего, со сто-
роны большего β-листа, вызывая тушение флуоресценции. Константа аффинности белка к димеру
СоРс составляет 1.5 × 105. Методом дифференциальной сканирующей калориметрии установлено,
что ORF8 подвергается термоиндуцированной денатурации в температурном интервале 38–67°С.
Плавление белка ORF8 осуществляется в две стадии частично накладывающиеся друг на друга.
Комплексообразование ORF8 с СоРс приводит к термостабилизации белка, препятствуя второму
этапу разворачивания белка. Денатурация комплекса протекает в интервале от 40 до 77°С в две тем-
пературно разделенные стадии. Методами гельэлектрофореза и иммуноблоттинга показано, что
фотооблучение растворов комплекса белка ORF8 с СоРс видимым светом не приводит к фотоокис-
лению белка. Показано, что водорастворимый сульфозамещенный фталоцианин кобальта может
рассматриваться как потенциальный препарат ингибирующий дополнительный белок ORF8.
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Заболевание COVID-19, вызванное коронави-
русом SARS-CoV-2, появившееся в Китае, стре-
мительно распространилось по всему миру и до
настоящего времени наносит огромный эконо-
мический и социальный ущерб. К настоящему
времени эта коронавирусная инфекция привела к
смерти более 6.7 млн заболевших. Одной из наи-
более частых причин летального исхода является
цитокиновый шторм, в возникновении и разви-
тии которого участвуют дополнительные белки
вируса SARS-CoV-2, такие как ORF8, ORF10 и
ORF3a. К настоящему времени нацеленных на
дополнительные белки SARS-CoV-2 и разрешен-
ных к применению лекарственных препаратов
нет. Согласно действующим протоколам при воз-
никновении цитокинового шторма используют
сочетание ремдесивира с дексаметазоном. Декса-
метазон – иммуномодулирующий препарат, но его
эффективность при цитокиновом шторме весьма
спорна. Например, по данным [1], смертность среди
пациентов, получавших одновременно дексаме-
тазон с ремдесивиром, составила 16.7%, а с дру-

гим препаратом тоцилизумабом – 5.3%. Есть све-
дения и о положительном влиянии применения
дексаметазона с ремдесивиром [2]: 30-дневная
смертность пациентов, получавших ремдесивир и
дексаметазон в дополнение к SOC (стандарт ме-
дицинской помощи), составила 12.6% по сравне-
нию с 19.7% для тех, кто получал только SOC. По-
этому поиск соединений способных ингибировать
или инактивировать действие дополнительных
белков SARS-CoV-2, модулирующих иммунный
ответ хозяина и инициирующих цитокиновый
шторм, является актуальной задачей. Макроцикли-
ческие соединения относятся к классу потенциаль-
но пригодных для ингибирования и инактивации
вирусов [3, 4]. В наших предыдущих работах было
показано, что макрогетероциклические соединения
способны образовывать устойчивые комплексы с
дополнительными белками SARS-CoV-2, в част-
ности ингибитором белков ORF8 [5], ORF3a [6,
7], ORF10 [8], является 5,10,15,20-тетракис-(N-
метил-3-пиридил)хлорин. Более перспективным
методом является фотоинактивация белка. Мак-
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рогетероциклические соединения порфиринового,
хлоринового и фталоцианинового класса способ-
ны под действием света генерировать активные
формы кислорода, которые могут окислять ами-
нокислотные остатки белка необратимо нарушая
его структуру и функции [3, 4, 9]. В случае допол-
нительных белков ORF3a и ORF10 ранее нами
было установлено, что они подвергаются фото-
инактивации в комплексах с тетрасульфофтало-
цианином кобальта(II). Эффективность ингиби-
рования/фотоинактивации белка ORF8 SARS-
CoV-2 с помощью тетрасульфофталоцианина ко-
бальта(II) (СоРс) не исследовалась.

Цель настоящей работы – оценка фотокатали-
тической активности и ингибирующей способно-
сти CoPc в отношении дополнительного белка
ORF8 SARS-CoV-2.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Соединение СоРс синтезировали методом

“плавления мочевины” [10, 11]. Полученный рас-
плав растирали, растворяли в воде, раствор отфиль-
тровывали, фильтрат упаривали. Полученное веще-
ство промывали концентрированной соляной кис-
лотой до бесцветных фильтратов и сушили. Продукт
растворяли в воде, водный раствор пропускали че-
рез колонку с катионитом КУ-2-8, затем хромато-
графировали на силикагеле и molselect G-10 по-
следовательно в качестве адсорбентов, собирая
наиболее окрашенную зону. Полученный раствор
упаривали, а сухой продукт обрабатывали органи-
ческими растворителями (метанол, ацетон, бензол)
в аппарате Сокслета. Продукт сушили под вакуу-
мом при 100–110°С. Чистота СоРс составила не
менее 98%.

Для приготовления растворов использовали
бидистиллированную воду и фосфатно-солевой
буфер рН 7.4 (PBS).

Спектр ЭСП (ДМСО; λmax, нм (logε)): 664(5.15),
602(4.50), 330(4.85) и совпадает с литературными
данными [12].

ORF10 экспрессировали в клетках E. coli
BL21(DE3) на основе pGBW-m4046950, подарен-
ной Ginkgo Bioworks & Benjie Chen (плазмида
Addgene 149258; http://n2t.net/addgene:149258;
RRID: Addgene_149258). Процедура подробно
описана в [6]. Молекулярную массу и аутентич-
ность целевых белков подтверждали методами
электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ)
и иммуноблоттинга.

Спектры поглощения и спектры флуоресценции
регистрировали на спектрофотометре AvaSpec-

Найдено, %: C 42.5; Н 1.9; N 12.3; S 14.2.
Для C32H16NO12S4Co
вычислено, %: C 43.1; Н 1.8; N 12.6; S 14.4.

2048 (Avantes BV, Нидерланды) в кюветах 10 мм в
термостатируемой ячейке при 25°С.

Термохимические исследования осуществля-
ли на дифференциальном сканирующем калори-
метре (ДСК) теплового потока DSC 204 F1 (Netzsch
Geratebau GmbH, Германия). Образцы (раство-
ры) массой 10–15 мг помещали в запрессованные
алюминиевые тигли. В качестве образца сравне-
ния служил пустой алюминиевый тигель. Кало-
риметрический эксперимент проводили в дина-
мической атмосфере сухого аргона (содержание
аргона 99.998%) с расходом газа 40 мл мин–1 и
скоростью нагрева 1°C мин–1 в интервале темпера-
тур 12–93°C. Все измерения выполняли относи-
тельно базовой линии, полученной для двух пустых
тиглей. Температуру и чувствительность калори-
метра калибровали путем измерения температур и
энтальпий фазовых переходов для 11 стандартных
веществ: Hg, C6H12, C12H10, KNO3, RbNO3, In, Bi,
Sn, Zn, KClO4 и CsCl. Точность измерения темпе-
ратуры составляла 0.3°C, точность взвешивания –
0.01 мг (Sartorius M2P Balance). Для расчета удель-
ной теплоемкости растворов белков использовали
ДСК-кривые: базовая линия, стандарт, образец.
В качестве стандарта служил сапфир. Все три из-
мерения проводили последовательно в течение
суток. Используя программное обеспечение для
DSC 204 F1 Phoenix и экспериментальные значе-
ния температурной зависимости удельной тепло-
емкости стандарта (сапфира) были получены
температурные зависимости удельных теплоем-
костей раствора белка и чистого буфера. С помо-
щью программы Origin, находили разность удель-
ных теплоемкостей раствора белка в буфере и чи-
стого буфера. По температурной зависимости
разности удельных теплоемкостей после вычита-
ния сигмоидальной базовой линии, определяли
положения пиков.

Образцы для электрофореза и иммуноблот-
тинга готовили смешиванием в молярном соот-
ношении 1 : 1 белка ORF8 с CoPc в PBS. Инкуби-
ровали в течение 1 ч в темноте или при облучении
белым светом (мощностью 10 Вт). Пробы смеши-
вали в объемном соотношении 4 : 1 с 5× буфером
для образцов (0.3 M Tris-OH pH 6.8, 10% SDS, 25%
меркаптоэтанол, 50% глицерин, 0.005% бромфе-
ноловый синий) и проводили электрофорез в 12%
полиакриламидном геле (TGX Stain-Free™ Fast-
Cast™ Acrylamide Kit 12%, Bio-Rad, США). Изоб-
ражение геля получали по технологии бескрасочной
визуализации с использованием системы ChemiDoc
(Bio-Rad, США). В случае белка ORF10 электро-
форез проводили в 15% полиакриламидном геле,
который затем окрашивали раствором кумасси
голубого R-250 (Thermo, США).

Белки переносили с геля на поливинил-
иденфторидную мембрану Immobilon-P (Merck,
Германия) с использованием системы полусухого
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переноса Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, США). Мем-
брану блокировали в течение 1 ч 5% раствором су-
хого молока в буфере TBS-T (20 мМ трис, 150 мМ
NaCl, 0.05% Tween-20, рН 7.5). Инкубировали
мембрану в течение 1 ч в 1 : 500 растворе первич-
ных антител (Rabbit Polyclonal SARS-CoV-2 ORF8
Antibody, FabGenix, США) в 5% сухом молоке в
буфере TBS-T. Трижды отмывали мембрану бу-
фером TBS-T в течение 5 мин. Инкубировали
мембрану в течение 1 ч в 1 : 10000 растворе вто-
ричных антител (Goat Anti-Rabbit IgG H&L HRP,
Abcam, Великобритания) в 5% сухом молоке в бу-
фере TBS-T. Отмывали мембрану, как описано
выше. Инкубировали мембрану 5 мин в растворе
субстрата пероксидазы (Clarity Western ECL Sub-
strate, Bio-Rad, США), визуализировали с помо-
щью системы ChemiDoc.

Молекулярный докинг выполнен в программе
AutoDock Vina 1.1.2 [13] и визуализирован в PyMol
2.4.1. Структура ORF8 D-I-Tasser (QHD43422.pdb)
была загружена на сайте Лаборатории Жанга [14,
15]. Структура CoPc минимизирована в ORCA 4.0
[16] с использованием методов DFT. Для исклю-
чения сайтов связывания, с которыми не могут
быть образованы связи из-за электростатическо-
го отталкивания на основе уравнения Пуассона–
Больцмана [17], рассчитан заряд поверхности
белковой глобулы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор водорастворимого кобальт(II)фталоци-

анина в качестве потенциального ингибитора и
инактиватора обусловлен активностью данного
металлофталоцианина в отношении других допол-
нительных белков SARS-CoV-2, но и вероятной ло-
кализацией СоРс в составе комплекса с ORF8
(рис. 1). Согласно данным молекулярного докинга,
СоРс может стыковаться с ORF8 с достаточной вы-
сокой энергией, составляющей 8.2–8.7 ккал/моль
двумя способами (рис. 1). Одна молекула CoPc лока-
лизуется в ORF8 вблизи аминокислотной последо-
вательности 73–75, отвечающей за агрегацию
белка ORF8 и стыковку с главным комплексом
гистосовместимости I (MHC-I), предотвращая
выделение вирусных антигенов на поверхность
клетки под действием MHC-I [18]. Вторая CoPc
расположена в непосредственной близости к
N-терминальному фрагменту белка, отвечающе-
му за встраивание в эндоплазматический ретику-
лум, подавляя выработку β-интерферонов [19].
Положительным также является факт близкого
расположения одного из фотоуязвимых амино-
кислотных остатков – цистеина, занимающего
20, 25, 83 и 90 положения в полипептидной цепи
ORF8. Следует отметить, что, согласно получен-
ным теоретическим данным, СоРс не образует ак-
сиальных связей с электронодонорными атомами
белка, что также является необходимым условием

для применения макрогетероциклического со-
единения для фотоинактивации [20].

Рекомбинантный белок ORF8 был спектраль-
но охарактеризован ранее [5], наличие собствен-
ной флуоресценции белка с максимумом 345 нм
позволило провести прямое флуоресцентное тит-
рование растворов белка СоРс (рис. 2). Титрование
раствором СоРс дополнительного белка ORF8
приводит к тушению флуоресценции белка. Об-
работка полученных результатов спектрального
титрования в приближении Скетчарда показала,
что аффинность белка к ORF8 достаточно высокая,
константа Скетчарда составила 1.5 × 105. Зависи-
мость в координатах Скетчарда линейна (R2 = 0.988),
следовательно белок ORF8 связывает СоРс един-
ственным возможным способом. Следует отме-
тить, что в исходном фосфатном буферном раство-
ре СоРс находится в частично димеризованном со-
стоянии, о чем говорит наличие поглощения в
области 630 нм (рис. 3) [21]. Обратное титрование
растворов СоРс раствором белка с контролем по
ЭСП СоРс показало, что увеличение содержания
ORF8 в анализируемом растворе приводит к
уменьшению отношения оптической плотности
раствора при 650/630 нм. Это свидетельствует о
том, что белок инициирует димеризацию макро-
гетероциклических молекул. Таким образом, су-
дя по данным прямого и обратного титрования,
можно заключить, что СоРс связывается с белком
в димерной форме.

Дополнительную информацию о взаимодей-
ствии СоРс с ORF8 можно получить по данным
ДСК. На рис. 4 представлены температурные за-
висимости избыточных удельных теплоемкостей
растворов ORF8 и его комплекса с СоРс до и после
облучения. Как видно из рис. 4, характер зависимо-
сти удельной теплоемкости растворов ORF8 слож-
ный. На начальном этапе регистрируется эндоэф-
фект с максимумом 32.6°C, начиная с 45°C избы-
точная теплоемкость раствора ORF8 нелинейно
возрастает. Возрастание значений теплоемкости
раствора отражает увеличение степеней свободы
и интенсивности молекулярных движений белка.
Очевидно, что при повышении температуры появ-
ляется колебательная подвижность более крупных
участков полипептидной цепи. Это делает воз-
можным конформационные переходы белка,
связанные с разрушением нативной структуры,
дополнительной гидратацией аминокислотных
остатков белка, изолированных ранее в структуре
свернутой молекулы. Как видно из полученной
зависимости (рис. 4), разворачивание белка про-
исходит в два этапа, которым соответствуют два
максимума на кривой избыточной теплоемкости
при 47–48 и 57.6°C. Ядро ORF8 содержит два ан-
типараллельных β-листа (beta-sheet). Меньший
лист состоит из β2, β5 и β6, а больший – из β3, β4, β7
и β8 [22]. Именно это строение позволяет ORF8
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оказывать сильное ингибирующее действие на
интерферон I типа (IFN-β), интерферон ISRE и
промотор, чувствительный к NF-κB [19]. Полу-
ченные термохимические данные позволяют
предположить, что первый пик на рис. 4 (область
47–48°C) связан с нарушением β-складчатости
меньшего листа, а при 57.6°C происходит разво-
рачивание большего листа. Дальнейшее умень-
шение теплоемкости растворов, очевидно, связано

с агрегацией полипептидных цепей ORF8 после
денатурации белка.

Связывание ORF8 с димерами СоРс приводит
к изменению кривой удельной теплоемкости как
в области низких, так и в области высоких темпе-
ратур, первый экстремум с максимумом 36.6°C
имеет экзотермический характер, возможно, он
связан со структурированием, происходящим в

Рис. 1. Результаты молекулярного докинга дополнительного белка ORF8 SARS-CoV-2 с СоРс.
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Рис. 2. Спектры флуоресценции ORF8 (2.24 × 10–5 М)
при титровании CoPc (0–2.2 × 10–5 М) в PBS pH 7.4.
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Рис. 3. ЭСП CoPc (1.1 × 10–5 М) при титровании
ORF8 (0–1.12 × 10–5 М) в PBS (рН 7.4).
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системе. Это может быть вызвано уменьшением
электростатического отталкивания между проти-
воположно заряженными группами СоРс и ами-
нокислотными остатками полипептидной цепи.
Процесс термоденатурации комплекса ORF8 с
димерами СоРс, как и индивидуального белка
ORF8, протекает в две стадии. Однако для ком-

плекса эти стадии температурно разделены. Пер-
вый эндоэффект имеет максимум при той же тем-
пературе, что и чистый белок (47.6°C). Второй эн-
доэффект в комплексе ORF8-СоРс по сравнению
с ORF8 смещен в более высокотемпературную
область, температура максимума 68°C. Очевидно,
что димеры СоРс стабилизируют белок ORF8,
препятствуя второму этапу разворачивания белка.
Если наше предположение о последовательности
термодеструкции ORF8 верно, то вероятнее всего,
димеры СоРс расположены со стороны большего
β-листа. Интересно отметить, что последующий
экзоэффект в высокотемпературной области в
случае ORF8-СоРс не регистрируется.

Следующим этапом работы являлась оценка
фотовоздействия видимым светом (400–700 нм,
10 Вт, 1 ч) на комплекс димеров СоРс с ORF8. Об-
лучение анализируемых растворов существенно
повлияло на ход кривой избыточной теплоемкости.
Ход кривой облученного комплекса ORF8-СоРс
практически полностью совпадает с температурной
зависимостью избыточной теплоемкости инди-
видуального белка ORF8 за исключением второго
этапа, разворачивания белка, который в данном
случае не фиксируется. Вероятно, фотооблучение
приводит к незначительным локальным измене-
ниям в ORF8, термическая денатурация которого
в результате происходит в одну стадию, а сам ком-
плекс во время облучения, вероятно, диссоциирует.
Для получения дополнительной информации о
влиянии фотооблучения на растворы ORF8-СоРс

Рис. 4. Температурные зависимости избыточных
удельных теплоемкостей растворов ORF8 (1) и его
комплекса с СоРс до (2) и после облучения (3).
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Рис. 5. Результаты электрофореза и иммуноблоттинга белка ORF8 до и после инкубации с CoPc: М – маркеры моле-
кулярной массы; ORF8 – исходный белок ORF8; 7 – ORF8 + CoPc; 17 – ORF8 + CoPc + hν.
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КОЙФМАН и др.

были проведены исследования исходного ORF8,
СоРс и их комплексов до и после облучения мето-
дами электрофореза и иммуноблоттинга (рис. 5).
В нижней части геля, вблизи фронта электрофо-
реза, визуализируются CoPc. Инкубация белка
ORF8 с веществом СоРс в темноте (рис. 5, дорож-
ка 7) при облучении (рис. 5, дорожка 17) не привела
к изменению картины электрофореза и имму-
ноблоттинга. Полученные данные подтверждают
вывод, сделанный при анализе данных ДСК об
отсутствии фотокаталитической активности СоРс в
отношении белка ORF8. Возможной причиной
низкой фотокаталитической активности СоРс в
процессах окисления белка ORF8 является диме-
ризация СоРс, вызывающая уменьшение кванто-
вого выхода синглетного кислорода.

SARS-CoV-2 развил несколько механизмов для
уклонения от иммунной системы хозяина, таких
как опосредованная ORF8, подавляющая регуляция
MHC-I и ингибирование выработки β-интерфе-
ронов. Проведенное исследование показало, что
взаимодействие водорастворимого тетрасульфо-
замещенного фталоцианина кобальта с белком
ORF8 приводит к димеризации СоРс. Димеры
сульфозамещенного фталоцианина кобальта свя-
зываются с дополнительным белком SARS-CoV-2,
вероятно, в области большего β-листа, что может
способствовать восстановлению адаптивного им-
мунитета во время инфекции SARS-CoV-2. По
причине димеризации СоРс нецелесообразно
рассматривать в качестве фотосенсибилизатора
для фотоокисления ORF8 SARS-CoV-2, так как в
димеризованном состоянии он проявляет низкую
фотокаталитическую активность.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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