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Ортофлавивирусы представляют серьезную угрозу для глобального здравоохранения
из-за их способности вызывать тяжелые заболевания, отсутствия специфических лекар-
ственных средств и высокой распространенности. На сегодняшний день эффективные пре-
параты против ортофлавивирусов на основе низкомолекулярных соединений отсутствуют.

Одной из потенциальных мишеней для in vitro скрининга ингибиторов репликативного
цикла ортофлавивирусов является неструктурный вирусный белок NS1. Для разработки
методики скрининга низкомолекулярных соединений, взаимодействующих с NS1, необхо-
димо получение рекомбинантного белка.

Поскольку NS1 представляет собой гликопротеин, бактериальные системы экспрессии
не подходят для его получения в нативной гликозилированной форме. Целью нашей ра-
боты стала разработка системы экспрессии рекомбинантного белка NS1 вируса клещевого
энцефалита (ВКЭ) штамма Абсеттаров и NS1 вируса Западного Нила (ВЗН) штамма NY99
в клетках млекопитающих, а также оптимизация методики их выделения и очистки.

На первом этапе работы была сконструирована плазмида на основе вектора pcDNA3.1,
кодирующая NS1 ВКЭ штамма Абсеттаров с лидерным пептидом, обеспечивающим сек-
рецию NS1 во внеклеточную среду, на N-конце, а также 6хHis-тагом на C-конце. Затем
клетки линии HEK293T трансфецировали полученной плазмидой кальций-фосфатным и
липосомальным методами. Наличие целевого белка в образцах питательной среды под-
тверждали методом Вестерн-блоттинга с использованием антител как к 6хHis-тагу, так и
специфических антител к NS1 ВКЭ. Затем были подобраны такие параметры экспрессии
белка, как состав питательной среды и время инкубации клеток после трансфекции.

Выделение и очистку белка NS1 из питательной среды проводили методом аффин-
ной хроматографии на носителе Ni-NTA агароза. Были подобраны оптимальные условия
и состав буферных растворов для элюции целевого белка. Анализ чистоты полученного
белка проводили при помощи электрофореза в денатурирующих условиях. Для опреде-
ления статуса гликозилирования NS1 образцы выделенного белка обработали пептид-N-
гликозидазой F и анализировали изменение массы белка методами Вестерн-блоттинга и
электрофореза в денатурирующих условиях. Экспрессию и очистку белка NS1 ВЗН про-
водили по разработанному протоколу с использованием любезно предоставленной нам
плазмиды pcDNA3.1-sec-WNV_NS1-6x-His [1].

Таким образом, на данном этапе работы получена система экспрессии рекомбинантного
белка NS1 ортофлавивирусов (ВКЭ и ВЗН), оптимизированы условия его экспрессии и
разработан протокол очистки целевого белка методом аффинной хроматографии.
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