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Феномен разделения фаз “жидкость–жидкость” (LLPS) описан для ряда биополимеров и достаточ-
но полно изучен на примере нескольких белков с неструктурированными фрагментами. К ним от-
носится нуклеокапсидный белок (N-белок) коронавируса тяжелого острого респираторного син-
дрома 2. В данном обзоре проанализированы закономерности формирования конденсатов N-белка
в присутствии вирусной РНК. Основное внимание уделено типам транзиентных контактов внутри
конденсатов и фрагментам N-белок/РНК, участвующим в формировании таких контактов; обоб-
щены современные представления о роли конденсатов в жизненном цикле вируса и их влиянии на
защитные свойства клетки-хозяина. В заключительной части обзора рассмотрена возможность ре-
гуляции формирования вирусных конденсатов с помощью низкомолекулярных соединений – эн-
догенных и экзогенных модуляторов разделения фаз, что может стать основой нового направления
дизайна противовирусных терапевтических агентов.
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ВВЕДЕНИЕ
COVID-19 внесла заметный вклад в социаль-

но-экономические потери последних лет. Вирус
SARS-CoV-2 продолжает циркулировать в рос-
сийской популяции, несмотря на программы
массовой вакцинации. Активно ведется разработ-
ка противовирусных агентов – блокаторов зара-
жения, ингибиторов репликации SARS-CoV-2,
индукторов летального мутагенеза и др. [1]. По-
мимо конвенциональных вирусных мишеней, та-
ких как поверхностные гликопротеины [2], химо-
трипсин-подобная протеаза [3] или РНК-зависи-
мая РНК-полимераза [4], внимание исследователей
все чаще привлекает нуклеокапсидный белок,
обеспечивающий упаковку вирусного генома
(N-белок) [5]. Упаковка соответствует модели

Сокращения: COVID-19 – коронавирусная инфекция
2019 года; CVL218 – 5-фтор-2-[4-(метиаминометил)фе-
нил]-1-бензофуран-7-карбоксамид (мефупариб); DD –
димеризационный домен; G3BP1/2 – белки, связывающие
Ras-ГТФаза-активирующий белок; EC50 – полумакси-
мальная эффективная концентрация; EGCG – эпигалло-
катехин-3-галлат; GCG – галлокатехин-3-галлат; IDR –
протяженные неструктурированные участки; LCT – низ-
кая критическая температура; LLPS – разделение фаз
“жидкость–жидкость”; MAVS – митохондриальный анти-
вирусный сенсор; PJ34 – N-(5,6-дигидро-6-оксо-2-фенан-
тридинил)-2-ацетамид; RBD1 – РНК-связывающий
N-концевой домен 1; RBD2 – РНК-связывающий домен 2;
SARS-CoV-2 – коронавирус тяжелого острого респиратор-
ного синдрома 2; SR – фрагмент, богатый остатками сери-
на и аргинина; TRS – сигнал регуляции транскрипции.
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“бусин на нити” и подразумевает наличие множе-
ства (~35–40 в случае SARS-CoV-2) морфологи-
чески изолированных рибонуклеопротеиновых
комплексов на единичной РНК [6].

Исследования в модельных системах показали,
что такие комплексы, вероятно, представляют со-
бой продукт созревания биомакромолекулярных
конденсатов [7]. Последние формируются по меха-
низму разделения фаз “жидкость–жидкость” (li-
quid–liquid phase separation, LLPS) [8] подобно
стресс-гранулам и иным немембранным органел-
лам клетки-хозяина [9, 10]. Их стоит отличать от
нерастворимых белковых агрегатов (телец вклю-
чения) [11]. Биологическая роль конденсатов
N-белка SARS-CoV-2 не ограничивается инициа-
цией сборки вирусной частицы: они также регу-
лируют репликацию [12] и ряд других процессов,
значимых для выживания вируса. Это предпола-
гает возможность разработки терапевтических
подходов на основе модуляторов LLPS. Под мо-
дуляцией в данном случае стоит понимать изме-
нение динамики разделения фаз или физико-хи-
мических характеристик конденсатов.

C 2020 г. было опубликовано множество экс-
периментальных работ и несколько аналитиче-
ских обзоров [13–15], посвященных феномену
LLPS N-белка SARS-CoV-2. В последнем и наи-
более полном обзоре [14] рассмотрены фрагмен-
ты N-белка, играющие ключевую роль в стабили-
зации конденсатов, но не обобщена информация
о геномной РНК. В текущем обзоре проанализи-
рованы оба компонента, что позволяет выделить
более точные детерминанты конденсатов и наме-
тить стратегии рационального дизайна их моду-
ляторов. Кроме того, в текущем обзоре характе-
ристики модельных конденсатов, получаемых в
бесклеточных системах, сопоставлены с их предпо-
лагаемыми внутриклеточными функциями. В за-
ключительной части обзора рассмотрены извест-
ные низкомолекулярные соединения, показавшие
LLPS-модулирующую активность в бесклеточных
системах in vitro или на клеточных линиях.

РАЗДЕЛЕНИЕ ФАЗ N-БЕЛКА 
И РНК SARS-CoV-2 in vitro

Ряд биополимеров (некоторые белки, нуклеино-
вые кислоты и полисахариды) формирует в водных
растворах отдельную, более плотную жидкую фазу.
Обособленные скопления биополимеров, морфо-
логически подобные каплям масла в жидкости
(биомолекулярные конденсаты), удерживаются го-
мо- и гетеротипическими нековалентными взаимо-
действиями, динамичны (внутри них сохраняется
диффузия) и способны к слиянию [16, 17]. В общем
случае такое разделение фаз (LLPS) реализуется
при условии высокого поверхностного натяже-
ния на границе “биополимер–вода” [18]. При
физиологических условиях склонность к LLPS

демонстрируют растворы белков с неструктури-
рованными участками (intrinsically disordered re-
gions, IDR) [19]. За счет ассоциации IDR внутри
конденсата сосредотачиваются и функциональ-
ные (структурированные) домены. Это позволяет
направленно активировать биохимические про-
цессы в клетке за счет высокой локальной кон-
центрации ферментов или кофакторов при усло-
вии, что они также включаются в конденсаты,
или, напротив, временно подавлять функцию
белка за счет его изоляции в конденсате [20]. В
ряду эукариот выраженный вклад IDR-опосредо-
ванной регуляции биохимических процессов и в
целом высокое содержание IDR в протеоме ха-
рактерны для сложных организмов. У простей-
ших и вирусов высокая доля IDR обеспечивает
адаптивность при сохранении компактного гено-
ма [21]. N-белок SARS-CoV-2 – яркий пример
многофункциональных IDR-содержащих бел-
ков, вовлеченных в регуляцию функционирова-
ния генома и адаптацию вируса к внутриклеточ-
ным условиям [14].

Наряду с IDR N-белок содержит два структу-
рированных фрагмента: РНК-связывающий до-
мен 1 (RNA-binding domain 1, RBD1) и С-конце-
вой димеризационный домен (dimerization do-
main, DD) (рис. 1а). При димеризации белка
гомотипические контакты (N-белок–N-белок)
обеспечивают экранирование гидрофобной ча-
сти DD, снижая поверхностное натяжение [22]. В
случае нарушения димеризации равновесие смеща-
ется в сторону динамичных мультимеров (конден-
сатов) [23]. Триггером может выступать частичная
или полная денатурация DD [24]. Возможность ча-
стичной денатурации N-белка объясняет темпера-
турную зависимость LLPS, а именно наличие кри-
тической температуры (low critical temperature,
LCT), ниже которой конденсаты в отсутствие дру-
гих факторов не образуются (рис. 1б). Примечатель-
но, что определенная в модельных бесклеточных
системах LCT N-белка близка к 37°С [24, 25].

Помимо температуры ключевой фактор, влия-
ющий на равновесие мономер–димер–мульти-
мер (конденсат), – общая концентрация N-белка
в растворе (рис. 1б). При достижении критиче-
ской концентрации, варьирующейся по разным
оценкам в диапазонах от высокого наномолярно-
го до среднего микромолярного [12, 23], разделе-
ние фаз происходит и в отсутствие вирусной
РНК. Дальнейшее повышение общей концентра-
ции в системе практически не сказывается на рас-
пределении N-белка между основным раствором
и конденсатами, но приводит к увеличению ко-
личества конденсатов и/или их размера. Подоб-
ное поведение типично для разделения фаз в од-
нокомпонентных системах [16]. Более точная
имитация вирусных нуклеопротеиновых частиц
требует двухкомпонентной модели (N-белок–
РНК) (рис. 1в). В таких системах можно выделить
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Рис. 1. Общие принципы формирования конденсатов N-белка и геномной РНК SARS-CoV-2. (a) – Структурные осо-
бенности N-белка и РНК. На левой панели представлена доменная структура N-белка и схематически изображены ха-
рактерные гомотипические (N-белок–N-белок) и гетеротипические (N-белок–РНК) конденсаты, на правой панели
схематически представлены вирусный геном и пример склонного к формированию транзиентных контактов с N-бел-
ком элемента вторичной структуры геномной РНК (шпилька с несколькими протяженным дуплексными фрагмента-
ми и мотивами YRRRY, где Y и R – остатки пиримидинового и пуринового нуклеотидов соответственно) [24, 25]; (б) –
конденсаты N-белка. Схематически показано разделение фаз “жидкость–жидкость” (LLPS) в однокомпонентной си-
стеме, оно наблюдается при температуре и концентрации N-белка выше критических значений (LCT и [N]критич. со-
ответственно) [24, 25]. Итоговая концентрация белка в растворе ([N]p-p) – ниже исходной (общей) концентрации в си-
стеме до LLPS, итоговая концентрация белка в конденсате ([N]конд.) – выше исходной; (в) – конденсаты N-белок–
РНК. Схематически показано разделение фаз в двухкомпонентной системе [26]. Итоговые концентрации каждого
компонента в растворе и в конденсате зависят от общих концентраций и соотношения компонентов. Стабилизацию
конденсатов обеспечивают контакты стикеров белка/РНК, перемежающихся условно инертными гибкими фрагмен-
тами – спейсерами.
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критические концентрации обоих компонентов
[26]. Хотя в широком диапазоне концентраций
(от наномолярной до микромолярной) доля кон-
денсатов возрастает с увеличением общего количе-
ства каждого компонента, итоговая фазовая диа-
грамма имеет более сложную форму, которая отра-
жает значимость соотношения N-белок : РНК.

Для понимания роли вирусной РНК в форми-
ровании конденсатов N-белка (или, как минимум,
снижении критической концентрации N-белка)
необходимо рассмотреть специфические и неспе-
цифические взаимодействия N-белок–РНК
(рис. 1в). Данные о них получены методом, осно-
ванным на перекрестной сшивке биополимеров,
фрагментации и обратной транскрипции РНК с
последующим секвенированием кДНК [27]. Спе-
цифическим можно считать узнавание RBD1-до-
меном N-белка мотивов YRRRY в составе стеблей
шпилечных структур геномной РНК (рис. 1а).
Мотив YRRRY представляет собой пятизвенный
олигонуклеотидный фрагмент, включающий три
центральных пуриновых нуклеотидных остатка (R)
и фланкирующие их пиримидиновые нуклеотид-
ные остатки (Y) [25]. Примыкающий к RBD1
N-концевой IDR N-белка способен формировать
слабые неспецифические контакты с одноцепо-
чечными и, вероятно, двуцепочечными фрагмен-
тами РНК [28]. Основное неспецифическое свя-
зывание двуцепочечных фрагментов РНК отме-
чено для центрального IDR N-белка – возможно,
при участии примыкающего к нему серин/арги-
нин-богатого фрагмента (SR) и DD (рис. 1а) [24].
На этом основании центральный IDR и фланки-
рующие его области называют РНК-связываю-
щим доменом 2 (RNA-binding domain 2, RBD2).
Предполагается, что взаимодействие IDR с РНК
инициирует конформационные изменения DD.
Эффект такого взаимодействия аналогичен эф-
фекту частичной термической денатурации DD:
экспонирование гидрофобных аминокислотных
остатков DD смещает равновесие в сторону дина-
мичных мультимерных ассоциатов [24].

Нуклеопротеиновые конденсаты SARS-CoV-2
в целом соответствуют классической для РНК-
белковых систем модели “cкаффолд–клиент”.
IDR-содержащий “скаффолд” (N-белок) – это
основной компонент, а “клиент” (РНК) выпол-
няет регуляторную функцию [29]. Поиск детер-
минант LLPS традиционно начинают с исследо-
вания транзиентных взаимодействий скаффолда
путем перекрестной сшивки конденсатов с после-
дующей фрагментацией и масс-спектрометриче-
ским анализом фрагментов [7]. Детерминанты
LLPS можно определить как уникальное распреде-
ление “горячих точек” гомо/гетеротипических кон-
тактов (стикеров) среди условно инертных, т.е. не
формирующих контакты, фрагментов (спейсеров)
(рис. 1в) [30]. Последние, хотя и не участвуют в ста-
билизации конденсатов напрямую, определяют

гидродинамический объем IDR, интерфазу IDR–
растворитель и соотношение контактов IDR–IDR
против контактов IDR–растворитель. Если сле-
довать теории гомополимеров, часть положений
которой справедлива для небольших IDR-содер-
жащих белков, ключевой для LLPS параметр
спейсеров – это соотношение разветвленных и
неразветвленных аминокислот [31]. Оно опреде-
ляет гибкость спейсеров, вероятность контактов
между стикерами и общий гидродинамический
объем молекулы. Гибкость спейсеров и доступ-
ность стикеров регулируются на уровне пост-
трансляционных модификаций белка. В случае
SARS-CoV-2 основной модификацией выступает
фосфорилирование сериновых остатков в N-IDR,
центральном IDR и фланкирующем его SR [32, 33].

Ключевые стикеры N-белка SARS-CoV-2 сосре-
доточены в центральном IDR [7]. По-видимому,
это положительно заряженные и ароматические
аминокислотные остатки, участвующие, соответ-
ственно, в электростатических гетеротипических
(N-белок–РНК взаимодействиях) и гомотипиче-
ских (N-белок–N-белок) взаимодействиях типа
“π-катион” [34] и “π-π” [35]. Вероятные стикеры –
положительно заряженные и ароматические ами-
нокислотные остатки фланкирующих централь-
ный IDR SR и DD (стикеры последнего скрыты в
структурированном DD в составе димера N-бел-
ка) [7, 36]. Помимо отдельных аминокислотных
остатков внутри IDR, к стикерам с долей услов-
ности можно отнести оба домена N-белка, по-
скольку наряду с транзиентным неспецифиче-
ским связыванием через случайные контакты
“π-катион” и “π-π” в составе конденсатов реали-
зуется специфическое связывание RBD1–РНК, и
не исключено частичное сохранение димериза-
ции за счет структурированного DD. Дополнитель-
ные контакты N-белок–N-белок могут реализо-
ваться за счет транзиентных спиральных структур в
центральном IDR. Характерная для ряда поздних
вариантов SARS-CoV-2 мутация в центральном
IDR (G215C) повышает устойчивость таких спира-
лей и вероятность контактов N-белок–N-белок
(по-видимому, за счет дисульфидных связей).
Показано, что эта мутация способствует LLPS
[37]. Таким образом, хотя первостепенно наличие
IDR, структурированные фрагменты, обеспечи-
вающие мультивалентность скаффолда, благо-
приятствуют образованию конденсатов.

Пассивная роль, традиционно отводимая РНК
в модели “скаффолд–клиент”, не соответствует
действительности, если принять тезис о специ-
фичности стикеров RBD1 к шпилькам и мотивам
YRRRY в РНК [24]. Распределение таких мотивов
в геноме вируса определяет положение конденса-
тов на молекуле РНК [7].

Как и большинство “клиентов”, РНК регули-
рует чувствительность конденсатов к внешним
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условиям (стимулам) [28]. Внешние условия (рН
и концентрация солей) определяют сравнитель-
ную значимость контактов N-белок–N-белок и
N-белок–РНК [38]. Низкая ионная сила раствора
повышает вклад электростатических взаимодей-
ствий (гетеротипических контактов положитель-
но заряженных стикеров N-белка с отрицательно
заряженным сахарофосфатным остовом РНК) и
снижает вклад гидрофобных взаимодействий (го-
мотипических контактов DD). При этом может
увеличиваться и вклад взаимного отталкивания
между молекулами РНК в конденсате. Электро-
статические гетеротипические взаимодействия
N-белок–РНК существенны для LLPS в слабо-
кислой и нейтральной средах. При дальнейшем
повышении рН часть основных аминокислот
N-белка депротонируется (теоретическая pI 10.07
[39]), и возрастает роль гомотипических взаимо-
действий гидрофобных участков. Обобщая ре-
зультаты физико-химических исследований раз-
деления фаз N-белок–РНК SARS-CoV-2 в мо-
дельных системах, можно отметить максимум
разделения фаз в слабокислой среде с понижен-
ной концентрацией солей при повышенной
(>37°С) температуре. Конденсаты с оптимизиро-
ванным соотношением N-белок : РНК устойчи-
вы и в физиологических условиях [21, 22].

ПРЕДПОЛАГАЕМАЯ РОЛЬ КОНДЕНСАТОВ 
N-БЕЛКА В КЛЕТКЕ

Роль конденсатов N-белок–РНК проявляется
на различных этапах жизненного цикла вируса –
от упаковки/распаковки до репликации генома и
трансляции субгеномных РНК (рис. 2). Изна-
чально распаковка нуклеокапсида обеспечивает-
ся LLPS-модулирующей активностью эндоген-
ных гидротропов [40]. Солюбилизация способ-
ствует перераспределению N-белка и локальному
экспонированию геномной РНК. Это необходимо
для осуществления трансляции открытых рамок
считывания ORF1ab и репликации плюс-цепи пу-
тем транскрипции минус-цепи. Компоненты ре-
пликационно-транскрипционного комплекса фор-
мируют конденсаты с N-белком [12], что позволяет
поддерживать их высокую локальную концентра-
цию. Перераспределение N-белка после частичной
солюбилизации завершается кластеризацией на
5'-конце РНК, поскольку эта область генома бо-
гата шпилечными фрагментами с YRRRY-моти-
вами, для которых отмечено повышенное срод-
ство к RBD1 N-белка [24]. Кластеры N-белка
ограничивают трансляцию ORF1ab, открывая
возможность транскрипции и трансляции 3'-кон-
цевых субгеномных РНK. Среди них наиболее
широко представлена в клетке субгеномная РНК,
кодирующая N-белок [41]. Это связывают с осо-
бенностями регулирующих транскрипцию после-
довательностей (transcription regulatory sequence,

TRS) непосредственно перед открытой рамкой
считывания (TRS body) и в 5'-концевом участке
генома (TRS leader). Все они содержат узнавае-
мые RBD1 мотивы YRRRY, но именно в TRS суб-
геномной РНК, кодирующей N-белок, количе-
ство таких мотивов максимально [24]. Предпола-
гается, что молекулы N-белка, сформировавшие
благодаря RBD1-домену комплексы с сайтами ге-
номной РНК TRS leader и TRS body, димеризуют-
ся при участии DD или формируют конденсаты
за счет неспецифических гомотипических кон-
тактов IDR–IDR. Оба варианта в теории способ-
ствуют сближению TRS и слиянию “leader–body”
[42]. Аналогичным образом может происходить
сближение 5'- и 3'-концов РНК при циклизации
генома [43], обеспечивающей корректную сте-
хиометрию нуклеокапсида (одна молекула РНК
на вирусную частицу).

Чередование в геноме богатых YRRRY-моти-
вами шпилечных фрагментов и одноцепочечных
неструктурированных участков задает распреде-
ление конденсатов, соответствующее модели
“бусин на нити” [7]. Наличие “бусин” (рибонук-
леопротеиновых комплексов) внутри вирусной
частицы установлено методом криоэлектронной
томографии [44]. Хотя точный механизм сборки
вирусной частицы еще предстоит прояснить, вы-
явлена его завершающая стадия – формирование
оболочки из декорированной гликопротеинами
мембраны со встроенным в мембрану M-белком.
M-белок проявляет способность формировать
конденсаты с N-белком, обособленные от кон-
денсатов N-белок–РНК или включающие их в
качестве дополнительного внутреннего компарт-
мента [7, 45]. На данный момент не очевидно,
служит ли конденсация N-белок–M-белок на по-
верхности эндоплазматического ретикулума (с
последующим включением РНК) триггером упа-
ковки вируса или же на первом этапе происходит
разделение фаз N-белок–РНК в цитоплазме, и
полученные конденсаты оборачиваются в липид-
ную оболочку с заякоренными в ней мембран-
ным, оболочечным и структурными белками. Так
или иначе, упаковка происходит с участием раз-
деления фаз.

Помимо регуляторной роли в жизненном цик-
ле вируса, стоит отметить вклад LLPS N-белок–
РНК в противодействие вируса хозяину. N-белок
нарушает функционирование ассоциированных с
процессингом РНК немембранных органелл чело-
века, выступая партнером или конкурентом соот-
ветствующих белков-скаффолдов (FUS, hnRNPA2
и TDP-43) [46]. Кроме того, он позволяет вирусу
уклоняться от иммунной системы хозяина, дей-
ствуя на митохондриальный антивирусный сен-
сор (mitochondrial antiviral signaling protein,
MAVS) [23] и скаффолды стресс-гранул G3BP1/2
[47, 48]. Образование стресс-гранул можно пред-
ставить как клеточный ответ на попадание в нее
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патогена вирусной или иной природы. Оно поз-
воляет физически изолировать патоген в отдель-
ном компартменте. В случае коронавирусной ин-
фекции данный защитный механизм не реализу-
ется: наблюдается снижение числа гранул или их
полное растворение [47]. Сходным образом (че-
рез аберрации фазовых переходов) осуществляет-
ся блокирование сигнального каскада, обеспечи-
вающего повышенную экспрессию интерферо-
нов I типа зараженными клетками [23]. Каскад
включает активацию прион-подобного MAVS ци-
тозольным рецептором патогенов RIG1N. В нор-
ме такая активация завершается самоассоциацией
MAVS и разделением фаз, однако в присутствии
конденсатов N-белка конденсаты MAVS не фор-
мируются, передача сигнала подавляется [49].

Примечательно, что при высоких концентрациях
N-белок активирует сигнальный путь, опосредо-
ванный фактором NF-κB и регулирующий выделе-
ние провоспалительных цитокинов [50]. Итоговый
эффект согласуется с клинической картиной тяже-
лого течения коронавирусной инфекции – по-
давлением врожденного иммунитета с последую-
щей гиперактивацией [51].

Таким образом, фазовые переходы N-белка и его
воздействие на конденсаты клетки-хозяина в зна-
чительной степени определяют выживание вируса.
Управление фазовыми переходами открывает но-
вые перспективы в противовирусной терапии.
Биосовместимые низкомолекулярные регулято-
ры LLPS представляются подходящей основой
для создания соответствующих препаратов. Ре-

Рис. 2. Предполагаемая роль фазовых переходов N-белка в клетке. 1 – После проникновения вирусной частицы в
клетку распаковка вируса сопровождается частичной солюбилизацией N-белка при участии внутриклеточного гидро-
тропа АТФ [40]; 2 – частичная солюбилизация необходима для частичного экспонирования РНК и синтеза неструк-
турных белков, включая компоненты транскрипционно-репликационного аппарата; 2' – экспонирование фрагмен-
тов вирусной РНК может активировать систему внутриклеточной защиты, т.е. инициировать сборку стресс-гранул
для изоляции патогена, либо выработку цитокинов по механизму, инициируемому самоассоциацией сигнального
белка MAVS при его активации цитозольным рецептором RIG1N. N-белок разрушает стресс-гранулы и ассоциаты
MAVS [23], что позволяет вирусу обойти систему защиты хозяина [47, 48]; 3 – N-белок способствует сборке транс-
крипционно-репликационного аппарата – также по механизму разделения фаз [12]; 4 – преимущественная локализа-
ция N-белка в участках генома, богатых шпильками и специфическими мотивами связывания, способствует сближе-
нию этих участков, в том числе в ходе прерывистой транскрипции [42]; 5 – результат прерывистой транскрипции –
субгеномные РНК, кодирующие структурные белки вируса, в первую очередь N- и M-белки; 6 – после трансляции
субгеномных РНК не исключено выделение в отдельную фазу M-белка и формирование конденсатов M-белок–N-бе-
лок [45]. При накоплении N-белка (в условиях его локального избытка) АТФ способствует конденсации N-белка на
РНK, что может инициировать циклизацию РНК и дальнейшую компактизацию при сборке вирусной частицы [7].
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зультаты подбора и рационального дизайна таких
соединений рассмотрены в следующем разделе
обзора.

МОДУЛЯТОРЫ КОНДЕНСАТОВ N-БЕЛКА
И РНК SARS-CoV-2

Основной эндогенный модулятор конденсатов –
аденозинтрифосфат (ATФ) (рис. 3а) [15, 39, 52]. За
счет сочетания ароматического (нуклеиновое ос-
нование) и гидрофильного (трифосфат) фрагмен-
тов АТФ способствует солюбилизации белков с
экспонированными в раствор гидрофобными
участками [53]. Хотя это соединение наиболее из-
вестно как “аккумулятор энергии” для биохими-
ческих процессов, именно гидротропные свойства
объясняют необходимость поддержания его высо-
кой внутриклеточной концентрации (2–12 мМ в за-
висимости от типа клеток) [54]. Вместе с тем отри-
цательно заряженный (трифосфатный) фрагмент
повышает вероятность случайных электростатиче-
ских гетеротипических взаимодействий при усло-
вии накопления белка-скаффолда, что может
инициировать разделение фаз [53, 55]. Нередко
наблюдается двухфазная зависимость LLPS от со-
отношения N-белок : АТФ [15, 40]. В бесклеточ-
ной модели фазовых переходов N-белок–РНК
SARS-CoV-2 при соотношении ~1 : 1000 (на на-
чальных этапах заражения) преобладает раство-
рение конденсатов. При увеличении количества
N-белка и соотношении N-белок : АТФ ≈ 200 : 1
LLPS усиливается, a при дальнейшем накопле-
нии N-белка – снова снижается [40]. Эти наблю-
дения соответствуют предполагаемой роли АТФ в
распаковке вирусной частицы и упаковке нуклео-
капсида после синтеза дополнительных молекул
N-белка.

Для прояснения молекулярных основ LLPS-
модулирующей активности АТФ требуются до-
полнительные исследования. При дизайне экзо-
генных модуляторов на основе аналогов АТФ
особенно актуален вопрос влияния АТФ на кон-
такты N-белок–РНК. Оптимальный модулятор
должен обладать избирательностью к вирусным
конденсатам, т.е. не затрагивать немембранные
органеллы клетки хозяина. Универсальные гидро-
тропы в этом плане малоперспективны. Некоторой
избирательности можно ожидать от конкурентного
ингибитора специфических гетеротипических кон-
тактов в вирусных конденсатах. Анализ взаимодей-
ствий N-белок–АТФ методами ЯМР-спектроско-
пии с привлечением молекулярного моделирова-
ния выявил два наиболее вероятных сайта
связывания АТФ в RBD1 (Кd ~ 3.0 мМ) и RBD2
(Kd ~ 1.5 мМ) N-белка [45]. В обоих сайтах распо-
ложение аргининовых и лизиновых остатков
предполагает комбинацию электростатических
взаимодействий с трифосфатом АТФ и взаимо-
действий “катион-π” с пуриновым фрагментом.

Константы связывания допускают конкуренцию
с РНК (Kd = 8.0 мкМ) [56] лишь за счет большого
избытка АТФ.

Доступные на данный момент экзогенные мо-
дуляторы вирусных конденсатов были получены
преимущественно путем скрининга соединений с
показанной ранее противовирусной активно-
стью, т.е. в рамках прояснения механизма или по-
пытки перепрофилирования существующих пре-
паратов с широким спектром действия. Яркий
пример – низкомолекулярные ингибиторы поли-
(АДФ-рибозо)полимеразы 1 (PARP1) CVL218 и
PJ34 (рис. 3а) [57]. Изначально интерес к их воз-
можной роли в модуляции LLPS SARS-CoV-2 был
обусловлен способностью проникать в легочную
ткань и подтвержденным сродством к N-белку
(Kd = 4.7 и 696 мкM для CVL218 и PJ34 соответ-
ственно). Оба соединения меняют физические
свойства конденсатов – снижают их плотность и
тем самым облегчают доступ другим терапевтиче-
ским агентам к РНК и репликативному/транс-
крипционному аппарату. Облегчение доступа к
компонентам конденсатов было продемонстри-
ровано с использованием ремдесивира (проле-
карственное нуклеозидное производное, метабо-
лизируемое в клетке до аналога АТФ) (рис. 3б).
Данный ингибитор репликации показал двухкрат-
ное снижение эффективной концентрации EC50 в
присутствии модулятора LLPS CVL218 [57]. Эти ре-
зультаты стимулируют дальнейшую разработку
стратегий комбинированной противовирусной те-
рапии.

Еще один эффективный модулятор вирусных
конденсатов – флавоноид галлокатехин-3-галлат
(GCG) (рис. 3а) [58]. Данное природное соедине-
ние наиболее известно как антиоксидант, он про-
являет умеренную ингибиторную активность в
отношении SARS-CoV-2 (константы ингибиро-
вания в среднем/высоком микромолярном диа-
пазоне концентраций, в зависимости от схемы вве-
дения), обладает выраженным сродством к N-белку
и эффективно подавляет образование конденсатов
в клетке. LLPS-модулирующая способность до не-
которой степени проявляется и у гомологов GCG,
таких как эпигаллокатехин-3-галлат (EGCG) (наи-
более эффективный ингибитор SARS-CoV-2 кате-
хинового ряда) (рис. 3а), но не коррелирует с проти-
вовирусной активностью [58].

Флавоноиды – не единственные антиоксидан-
ты, оказывающие влияние на вирусные и эндо-
генные конденсаты. Универсальный ингибитор
опосредующих LLPS гидрофобных взаимодей-
ствий – липоевая кислота (рис. 3а) [59]. Помимо
конденсатов N-белок–РНК SARS-CoV-2 [60] ли-
поевая кислота может влиять на стресс-гранулы и
иные немембранные органеллы [61]. То же каса-
ется модельного универсального ингибитора раз-
деления фаз – 1,6-гександиола (рис. 3а) [25]. Это
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Рис. 3. Модуляторы LLPS и примеры их действия на конденсаты N-белок–РНК. (а) – Известные низкомолекулярные
модуляторы конденсатов N-белок–РНК [15, 40, 57–59]; (б) – пример модуляции физических свойств конденсатов как
основа возможного подхода к комбинированной противовирусной терапии. Низкомолекулярное соединение CVL218,
известное как ингибитор PARP1, способствует разрыхлению конденсатов N-белок–РНК (предположительно с вклю-
ченными в них компонентами транскрипционно-репликационного аппарата). Снижение плотности конденсатов от-
крывает ингибитору репликации (ремдесивиру) доступ к мишени [57]; (в) – пример потенциально селективных инги-
биторов вирусных конденсатов на основе миметиков стикеров N-белка [23]. Миметики представляют собой ретроин-
вертированные пептиды, имитирующие фрагменты DD N-белка. Предполагается, что данные миметики ингибируют
значимые для разделения фаз гомотипические контакты.
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соединение широко используется в фундамен-
тальных исследованиях, но не имеет перспектив
применения в клинике ввиду выраженного цито-
токсического действия [62]. Наряду с неспецифи-
ческим блокированием гидрофобных контактов
возможно неспецифическое подавление электро-
статических взаимодействий РНК–белок в кон-
денсатах. По такому принципу действуют анти-
биотики группы аминогликозидов, в частности
канамицин (рис. 3а) [25]. Как и прочие представ-
ленные в данном разделе модуляторы, отобран-
ные полуэмпирически, они не обладают избира-
тельностью к конденсатам SARS-CoV-2 [63].

На данный момент известен один пример
успешного рационального дизайна ингибиторов
LLPS, предположительно специфичных к SARS-
CoV-2. Ингибиторы представляют собой ретро-
инвертированные пептиды – миметики боковых
участков DD N-белка, полученные из неприрод-
ных D-аминокислотных остатков (для защиты от
протеолиза) в инвертированной последователь-
ности (для обеспечения расположения боковых
групп, идентичного природному прототипу). В це-
лях повышения эффективности внутриклеточного
транспорта к ретроинвертированным пептидам до-
бавляют направляющую последовательность TAT-
белка вируса иммунодефицита человека. Принцип
действия итоговых пептидных модуляторов LLPS
сводится к блокированию гомотипических кон-
тактов N-белка за счет конкурентного связыва-
ния с DD (рис. 3в). Подавление димеризации
смещает равновесие в сторону конденсатов. При-
мечательно, что наиболее активный ретроинвер-
тированный пептид не только подавлял образова-
ние конденсатов N-белок–РНК SARS-CoV-2, но
и восстанавливал внутриклеточные сигнальные пу-
ти системы врожденного иммунитета, что удалось
отследить при заражении экспрессирующих N-бе-
лок клеток сторонним вирусом в присутствии/в от-
сутствие пептидного блокатора LLPS [23].

Помимо ингибиторов LLPS N-белка интерес
представляют противовирусные соединения – ак-
тиваторы LLPS. В их число входят 5'-норкарбоцик-
лические аналоги нуклеозидов, некоторые предста-
вители класса флексимеров (модифицированные
нуклеозиды, в которых основание разделено на два
гетероциклических фрагмента, соединенных про-
стой связью С–С) и перилен-содержащие нуклео-
зидные и ненуклеозидные производные [64]. Тео-
ретически, индуцируемое данными соединениями
смещение равновесия между мономерами/диме-
рами N-белка и конденсатами в сторону послед-
них может нарушать распаковку нуклеокапсида
на первой стадии инфекции, однако этот вопрос
требует дальнейшего изучения.

Таким образом, показано, что модуляция
свойств вирусных конденсатов вносит вклад в об-
щую противовирусную активность препаратов.

Это открывает возможность разработки новой
эффективной стратегии борьбы с SARS-CoV-2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Прогресс в исследовании феномена LLPS и

особенностей конденсатов N-белка и РНК SARS-
CoV-2 создал предпосылки для подавления ви-
русной инфекции с помощью модуляторов LLPS.
Стимулом к изучению конденсатов послужили
данные об их вероятном участии в нескольких
этапах цикла размножения вируса SARS-CoV-2,
включая транскрипцию, репликацию и сборку
вирусной частицы. Важным аргументом в пользу
терапевтической значимости конденсатов стали
свидетельства их способности подавлять защит-
ные функции клетки-хозяина за счет блокирова-
ния MAVS-опосредованной передачи сигнала и
формирования стресс-гранул.

В настоящее время активно ведется разработка
модуляторов вирусных конденсатов, и наиболее
перспективным направлением представляется
рациональный дизайн модуляторов с учетом го-
рячих точек транзиентных контактов в конденса-
тах и специфических взаимодействий N-белок–
РНК. Прояснение особенностей пространствен-
ной организации N-белка и РНК SARS-CoV-2 спо-
собствовало первым успехам в этом направлении.

Хотя сравнительная значимость отдельных
элементов первичной и вторичной структуры
N-белка и РНК для устойчивости конденсатов
остается спорным вопросом и может определять-
ся внешними условиями, все ключевые типы
контактов уже описаны. Это открывает возмож-
ности создания модуляторов LLPS, избирательно
действующих на вирусные конденсаты.
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Several types of biopolymers undergo liquid-liquid phase separation (form condensates) in aqueous solu-
tions, and this phenomenon has been characterized in detail for proteins with intrinsically disordered regions.
One example of such proteins is the nucleocapsid (N) protein of the severe acute respiratory syndrome coro-
navirus 2. In this review, we analyzed available data on N-protein separation in the presence of viral RNA.
Particular attention was paid to transient contacts within the condensates and the N-protein/RNA fragments
that form these contacts. We also discussed the presumed role of the condensates in the SARS-CoV-2 life cy-
cle and summarized their influence on the host protective machinery. Finally, we commented on the possi-
bility of regulating the viral condensates using synthetic or native small molecules (phase separation modula-
tors), which can provide a new option in the design of antiviral agents.
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