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Была проведена работа по получению аптамеров к вирусу клещевого энцефалита, а также оценка их 
нейтрализующей активности. В качестве нейтрализующих агентов были использованы 2  аптамера 
и 2  субстрата из растений из Монголии. Кроме того, был поставлен эксперимент на возможности 
маскирования аптамерами вирусных частиц от нейтрализующих их антител. В результате один из 
экстрактов растений показал нейтрализующую активность по ингибированию инвазивности вируса 
клещевого энцефалита.
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Tick borne encephalitis (TBE) is a dangerous neurological disease that is transmitted to humans through the bite of 
Ixodid ticks. The disease exhibits an estimated 16 000 cases recorded annually over 30 European and Asian countries. 
The agent of TBE is the tick borne encephalitis virus (TBEV), belonging to the family Flaviviridae, genus Flavivirus. In 
spite the significant impact of TBE on human health, there is a serious lack of specific treatment against this disease. 
The only specific drug available is the human anti-TBEV immunoglobulin from vaccinated blood donors. The drug is 
produced and used in Russia only, both to prevent and to cure the TBE. 
In this work, we evaluated the ability of TBEV-specific DNA-aptamers and extracts of traditional medicine plants to 
neutralize the TBEV. Selection of aptamers was performed using SELEX approach. Extracts of the seeds of Momordica 
cochinchinensis and Terminalia chebula were produced by boiling the ground seeds in water, clarified by centrifugation 
and filtration steps and filter sterilized.
The SELEX had produced two aptamers – My13 and My38. Neither of two was capable to neutralize TBEV in vitro. The 
ability to shield the antibody binding sites on the surface of TBEV virions was also absent. The extract of M. cochinchin-
ensis exhibited no neutralizing activity as well. Surprisingly, the T. chebula extract completely neutralized the TBEV 
after 30 min of incubation at 37 °C. The possible explanations and further development of the project are discussed.
Key words: aptamers, tick-borne encephalitis virus, plaque-forming units

Клещевой энцефалит – вирусная инфекция, явля-
ющаяся одной из самых опасных и распространённых 
природно-очаговых инфекций лесной зоны Евразий-
ского континента. Данная инфекция характеризуется 
лихорадкой, интоксикацией с поражением серого 
вещества головного мозга и/или оболочек головно-
го и спинного мозга. Заболевание может привести к 
неврологическим и психиатрическим осложнениям, 
а в некоторых случаях – даже к смерти больного [12]. 
Данный вирус принадлежит к семейству флавивиру-
сов, в которое также входят вирус японского энцефа-
лита, вирус жёлтой лихорадки, вирус Западного Нила 
и вирус Денге. Вирус клещевого энцефалита (ВКЭ) 
подразделяется на 3  субтипа: европейский, сибир-
ский и дальневосточный [8]. В настоящее время не 
существует специфического антивирусного лечения 
для ВКЭ. Передача вируса в основном происходит по-
средством укуса клеща.

ВКЭ представлен одноцепочечной РНК, которая 
вместе с белком C формирует нуклеокапсид, а M и E 
белки формируют оболочку вируса. Однако основным 
белком вируса, который постоянно экранирован на 

поверхности зрелой частицы вируса, является бе-
лок E. Данный белок содержит антигеновые детерми-
нанты, которые ответственны за гемагглютинацию и 
нейтрализацию, а также индуцирует протективную 
иммунную реакцию в носителе [2]. Ранее упомянутые 
субтипы ВКЭ не показывают значительных анти-
геновых различий между собой. Как было показано 
криоэлектронной микроскопией, зрелый вирус со-
держит 90 димеров белка E [10]. Поскольку белок E 
является ключом в слиянии вирусной частицы и 
клеточной мембраны, то представляется целесо-
образным поиск веществ, способных блокировать 
рецепторную и фьюжн-активность белка Е и за счёт 
этого ингибировать проникновение вирусных частиц 
в клетки хозяина. 

Аптамерами называют короткие, как правило, 
40–100  нуклеотидных оснований (н.  о.), одноце-
почечные олигонуклеотиды (ДНК или РНК), кото-
рые способны принимать уникальную вторичную 
структуру за счёт внутримолекулярных водородных 
связей. Образующиеся при этом структуры способ-
ны связывать чужеродные молекулы с высокой 
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аффинностью и специфичностью. Аптамеры могут 
быть получены с помощью метода систематической 
эволюции лигандов посредством экспоненциаль-
ного обогащения (SELEX). Отбор аптамеров может 
проводиться на различных целевых объектах, 
начиная с небольших молекул, например, поли-
пептидов, белков, токсинов, и заканчивая целыми 
клетками, тканями или даже организмами [6, 11]. 
В сравнении с антителами, аптамеры обладают 
рядом преимуществ. Во-первых, отбор аптамеров 
проводится in vitro. Данная особенность позволяет 
контролировать и модифицировать условия отбо-
ра, а также избегать влияния различных побочных 
веществ, участвующих в реакции. Отбор in  vitro 
позволяет получать аптамеры к антигенам, к кото-
рым существуют сложности в получении антител. 
Во-вторых, время получения аптамеров может со-
ставлять от 3 дней до 2 недель [4], что существенно 
снижает временные затраты по их поиску. В-третьих, 
аптамеры производятся синтетическим путём, 
вследствие чего вариабельность различных партий 
лекарств на их основе должна быть минимальной. 
В-четвертых, в отличие от антител, аптамеры прояв-
ляют большую стабильность в широком диапазоне 
температур и условий хранения. В-пятых, аптамеры 
могут быть модифицированы с помощью различных 
функциональных групп. Это могут быть различные 
лекарственные молекулы, токсины, флуоресцентные 
красители и другие вещества [9]. Учитывая высо-
кую аффинность ДНК- и РНК-аптамеров к целевым 
молекулам, они могут стать достойной заменой 
антител в биотехнологических и терапевтических 
приложениях [15]. В данной работе приведены 
результаты селекции ДНК-аптамеров, специфично 
связывающихся с антигеном ВКЭ. Кроме того, оце-
нена их вирус-нейтрализующая активность, а также 
способность блокировать эпитопы белка Е ВКЭ, ко-
торые связываются со специфичными иммуноглобу-
линами. Для сравнительной оценки эффективности 
аптамеров, а также в целях поиска альтернативных 
противовирусных средств параллельно была про-
верена вируснейтрализующая активность водных 
экстрактов лекарственных растений – терминалии 
(Terminalia chebula Retz) и момордики (Momordica 
cochinchinensis (Lour) Spreng). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Изолят ВКЭ 92М [1] наращивали в культуре кле-
ток почки эмбриона свиньи СПЭВ в течение 4 суток. 
После этого культуральную среду осветляли центри-
фугированием при 13 400 об/мин в течение 10 мин 
и определяли концентрацию инфекционного ВКЭ в 
полученной вирусной суспензии с помощью титро-
вания бляшкообразующих единиц (БОЕ) [7]. Для 
приготовления антигена ВКЭ 100–150 мкл вирусной 
суспензии наносили в лунки 8-луночных стрипов 
с иммобилизованными антителами к белку  Е ВКЭ 
(«Вектор-Бест», Новосибирск). Стрипы инкубировали 
в шейкер-инкубаторе при 4 °С в течение ночи, после 
чего инокулят удаляли, а лунки однократно про-
мывали 200  мкл фосфатно-солевого буфера (ФСБ) 
(рН = 7.4). Далее стрипы высушивали при комнатной 

температуре и хранили в герметичной упаковке при 
+4 °С до проведения отбора аптамеров.

В качестве исходного материала для селекции 
аптамеров использовали пул случайных олиго-
нуклеотидов длиной 40  н.  о., фланкированных 
участками распознавания праймеров AptF и AptR 
(табл. 1), которые использовались в полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) для амплификации фракции 
аптамеров, специфично связавшихся с антигеном 
ВКЭ. Структура исходного пула аптамеров, прай-
меров и селектированных аптамеров приведена в 
таблице  1. Все синтетические олигонуклеотиды, 
использованные в работе, приобретены в ЗАО «Син-
тол» (Москва).

Пул аптамеров в количестве 1,5 мкл водного рас-
твора (25 pM) денатурировали при 96 °С в течение 
3 минут в 48,5 мкл буфере для инкубации (150 мМ 
KCl, 20 мМ Tris HCl; pH = 9), после чего смесь инкуби-
ровали в ледяной бане в течение 10 мин. Далее пул 
аптамеров наносили в лунку без антигена вируса, но с 
иммобилизованными антителами к ВКЭ для исключе-
ния аптамеров, связывающихся с подложкой и анти-
телами на ней. После инкубации в течение 60 мин при 
комнатной температуре пул аптамеров переносили 
в лунку с иммобилизованным ВКЭ и инкубировали в 
течение 40 мин при комнатной температуре. После 
этого лунки 8  раз промывали 200  мкл буфера для 
инкубации. Далее связавшиеся аптамеры элюировали 
в течение 5 мин с поверхности антигена ВКЭ 50 мкл 
раствора 150 мМ KCl, 20 мМ Tris HCl (pH = 9). Далее 
5 мкл элюата использовали в качестве матрицы в ПЦР 
на реал-тайм аплификаторе Rotor Gene Q (Qiagen). ПЦР 
проводилась до 26 циклов во избежание образования 
неспецифических продуктов реакции. Продукты ПЦР 
детектировали с помощью электрофореза в 6%-м 
акриламидном геле, окраску ампликонов проводили 
с помощью интеркалирующего флуоресцентного 
красителя SYBR Green. Ампликоны длиной 80 н. о. вы-
резали, очищали и элюировали из геля, 5 мкл элюата 
с ампликоном использовали в качестве матрицы в не-
равновесной ПЦР с 10-кратным избытком праймера 
AptF, для синтеза одноцепочечных ДНК-аптамеров. 
Обогащённый таким образом пул аптамеров пере-
осаждали этанолом в присутствии ацетата натрия 
(рН  =  5.5). Затем аптамеры растворяли в 50  мкл 
буфера для инкубации и повторяли процедуру се-
лекции сначала. Всего было проведено 14  раундов 
SELEX. После последнего раунда отбора двухцепо-
чечные продукты лигировали в вектор pTZ57R/T 
(Thermo Fisher Scientific). Полученной конструкцией 
химически трансформировали компетентные клетки 
E.  coli штамм XL1  Blue и формировали библиотеку 
клонов для установления нуклеотидной последова-
тельности вставки. Наиболее часто встречающиеся 
последовательности длиной 80 н. о. синтезировали 
(ЗАО «Синтол», Москва) и использовали в качестве 
ВКЭ-специфичных аптамеров в тестах нейтрализации 
ВКЭ и маскирования антигена ВКЭ. Кроме того, в ка-
честве контроля был синтезирован аптамер TBE2R, 
описанный ранее Bruno et  al [3] как обладающий 
высокой аффинностью к рекомбинантному белку Е 
ВКЭ (табл. 1).
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Препараты семян терминалии (Terminalia chebula 
Retz) и момордики (Momordica cochinchinensis (Lour) 
Spreng) были любезно предоставлены N. Oyuntsetseg 
(Монгольский государственный медицинский уни-
верситет) в высушенном и измельчённом виде. Экс-
тракты растительных препаратов приготавливали 
в виде 2%-го водного отвара (масса/объем) в соот-
ветствии с N. Oyuntsetseg et al. [16] и стерилизовали 
фильтрацией через 0,22 мкм фильтр.

ВКЭ  92М в количестве 20000  БОЕ в объёме 
100 мкл смешивали с равным объемом тестируемого 
аптамера (в конечной концентрации 10 мкг/мл), 2%-
го экстракта растений, человеческого иммуноглобу-
лина (ФГУП «НПО «Микроген», Москва) в конечном 
разведении 1 : 80, или ФСБ (рН = 7.4). Смеси инкуби-
ровали при 37 °С в течение 30 мин и затем определяли 
концентрацию инфекционного ВКЭ в каждом образце 
с помощью титрования БОЕ. 

В работе использовали процедуру маскирования, 
описанную Muharemagic et al. [14], c незначительными 
модификациями. В частности, 20000  БОЕ ВКЭ  92М 
ресуспендированного в объёме 100 мкл смешивали 
с равным объёмом аптамера (рабочая концентрация 
– 10 мкг/мл) либо с равным объемом ФСБ (pH = 7.4). 
Образцы инкубировали при 37 °С в течение 15 мин 
при 37  °С, а затем добавляли к каждому образцу 
100  мкл иммуноглобулина человека против ВКЭ 
(рабочее разведение 1  :  120). Смеси инкубировали 
в течение 15 мин при 37 °С, после чего определяли 
концентрацию инфекционного ВКЭ в каждом образце 
с помощью титрования БОЕ.

Все эксперименты проводили в трех независимых 
повторах, результаты представляли в виде средних 
значений. Для оценки внутригрупповой вариа-
бельности результатов рассчитывали стандартное 
отклонение. Моделирование вторичных структур 
проводили с помощью онлайн-сервиса университе-
та Вены «RNAfold web server» (http://rna.tbi.univie.
ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi). Обработку результатов 
производили с помощью программы MS Office Excel 
(Microsoft Inc., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате отбора аптамеров, специфично свя-
зывавшихся с антигеном ВКЭ, в процедуре SELEX была 
получена библиотека из 112  клонов, содержащих 

вставку порядка 80 н. о. Определение нуклеотидных 
последовательностей показало, что наиболее часто 
встречаются 2 аптамера – My13 и My38 (табл. 1). 
Моделирование вторичных структур ДНК показало, 
что топология аптамера My13 была аналогична то-
пологии аптамера TBE2R [3]. Все три аптамера были 
синтезированы и использованы для вирусологиче-
ских экспериментов.

Результаты изучения вируснейтрализующей 
активности и маскирующего эффекта в отношении 
специфичного иммуноглобулина приведены на 
рисунке  1. Оказалось, что ни один из аптамеров, 
включая TBE2R, не обладает вирус-нейтрализую-
щей активностью в отношении ВКЭ (рис. 1а). Также 
ни один из аптамеров не блокировал связывание 
иммуноглобулина с инфекционными вирионами – 
эффективность нейтрализации оставалась на уровне 
неблокированного ВКЭ (рис. 1б).

Экстракт момордики также не обладал противо-
вирусной активностью. Однако экстракт T.  chebula 
полностью нейтрализовал вирус во всех трех повто-
рах эксперимента (рис. 1в). Настолько сильное дей-
ствие неочищенного экстракта может объясняться 
как наличием в его составе химических компонентов, 
обладающих специфическим противовирусным дей-
ствием на ВКЭ, так и неспецифическим ингибиро-
ванием вируса за счет химико-физических свойств 
экстракта. Для выяснения реальных механизмов ней-
трализации ВКЭ экстрактом T.  chebula необходимы 
детальные исследования этого эффекта.

В заключение можно сделать вывод, что, несмо-
тря на отсутствие прямого противовирусного дей-
ствия аптамеров, необходимо дальнейшее изучение 
их взаимодействия с поверхностными белками ВКЭ. В 
частности, неизвестно, с каким именно компонентом 
антигена ВКЭ связывались селектированные аптаме-
ры в ходе SELEXа. Также не ясно, какова была аффин-
ность и специфичность этой связи и возможно ли ис-
пользовать полученные аптамеры в качестве бакенов 
для детекции ВКЭ или специфичных целеуказателей 
для направленной доставки других противовирусных 
средств к вирусным частицам.

Исследование выполнено с использованием 
оборудования ЦКП «ПЦР-диагностика» ФГБНУ «На-
учный центр проблем здоровья семьи и репродукции 
человека».

Таблица 1 
Названия и последовательности аптамеров и праймеров, использованных в работе

Название Структура Ссылка 

Прямой праймер (AptF) CTCCTCTGACTGTAACCACG Данная работа 

Обратный праймер (AptR) GGCTTCTGGACTACCTATGC Данная работа 

Начальный пул аптамеров CGTGGTTACAGTCAGAGGAG-(N40)-GCATAGGTAGTCCAGAAGCC Данная работа 

My13 GGCTTCTGGACTACCTATGCGTTCAACTTTTGCAGCAACAA 
AATACATACGGCATACTACCGTGGTTACAGTCAGAGGAG Данная работа 

My38 CTCCTCTGACTGTAACCACGGCACAATATAACTAAACATA 
ATTCGAACCCCTGACTGTAAGCATAGGTAGTCCAGAAGCC Данная работа 

TBE2R ATCCGTCACACCTGCTCTGAGCGCTGACTGCCAACC 
CCTGATGGACTCCTGCGGTGGTGTTGGCTCCCGTAT [3] 
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Рис.  1.  Эффективность нейтрализации ВКЭ аптамерами 
(а), маскирования аптамерами вирусных частиц от 
антител (б), нейтрализации ВКЭ экстрактами семян 
растений (в). Momordica – экстракт семян M. co-
chinchinensis; Terminalia – экстракт семян T. chebula; 
Ig  (1:80), Ig  (1:120) – специфические антитела к 
вирусу клещевого энцефалита в разведении 1:80 и 
1:120 соответственно. Показаны средние значения 
трех независимых повторов; планки погрешностей 
отражают стандартное отклонение.
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