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В статье представлены результаты анализа специфического взаимодействия отобранных ДНК-аптамеров 
(выявляющих амилоидные эпитопы) с прионными белками в препаратах из тканей ЦНС экспериментально 
зараженных губкообразной энцефалопатией коров.
Цель исследования. Изучить возможность детекции ДНК-аптамерами, полученными на прионный белок дрож-
жей, прионного белка — инфекционного агента губкообразной энцефалопатии крупного рогатого скота (ГЭП 
КРС), в препаратах из тканей ЦНС зараженных животных.
Материалы и методы. Пробы тканей ЦНС получали из экспериментально зараженной губкообразной энцефало-
патией коровы. Заболевание подтверждали морфологическим анализом гистологических срезов. Для контроля 
наличия в патологическом материале прионов — возбудителей губкообразной энцефалопатии их выделяли 
с использованием ультроцентрифугирования в градиенте сахарозы и анализировали иммуноблоттингом и 
электронной микроскопией.
Результаты. Подтверждено заболевание губкообразной энцефалопатией экспериментально зараженной коровы. 
Получены препараты тканей ее мозга. Показано специфическое эффективное связывание отобранных ДНК-
аптамеров с прионами в тканях головного мозга больной губкообразной энцефалопатией коровы.
Заключение. Продемонстрирована возможность детекции прионных белков — инфекционных агентов заболе-
вания в препаратах из тканей ЦНС зараженных губкообразной энцефалопатией коров ДНК-аптамерами, вы-
являющими амилоидные эпитопы.
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In the paper results of the specific interaction of selected DNA aptamers with prion protein from CNS tissues from DSE 
infected cows are described. The test detects amyloid epitops.
The purpose of investigation. To study the possibility of detection of prion protein (BSE infectious agent in tissues CNS 
infected cows), using DNA aptamers. The DNA aptamers had been selected to yeast prions.
Materials and methods. CNS tissues samples from a DSE experimentally infected cow were used. The infection was 
confirmed by histological analyses. The prion protein of BSE was isolated by ultracentrifugation in sucrose gradient and 
analysed, using immunoblotting and electron microscopy.
Results. DSE infection in an experimentally infected cow was confirmed. The brain tissue samples were prepared. Specific 
effective binding of selected DNA aptamers with prions from DSE cow brain tissues was revealed.
Conclusion. The possibility of detection of prion proteins in brain tissues from a DSE cow, using DNA aptamers, specifically 
binded with amyloid epitops was shown.
Keywords: prion; bovine spongiform encephalopathy, DNA-aptamer.
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Сокращения: БСА — бычий сывороточный альбумин, 
ГЭП КРС — губкообразная энцефалопатия крупного 
рогатого скота, ДНК — дезоксирибонуклеиновая кис-
лота, ИФА — иммуноферментный анализ, ПААГ — 
полиакриламидный гель, РНК — рибонуклеиновая 
кислота, ЦНС — центральная нервная система.

Введение
Прионы — особый класс инфекционных агентов, вы-
зывающих неизлечимые заболевания ЦНС человека и 
животных. Их инфекционные свойства определяются 
прионными белками с особой конформационной струк-
турой. Уникальная особенность прионных заболеваний 
заключается в том, что они могут возникать не только 
в результате заражения, но и в спорадической и наслед-
ственной форме. Вне зависимости от происхождения 
прионные заболевания могут быть переданы далее 
инфекционным путем. В последние годы интерес к 
прионным болезням возрос в связи с эпидемией ГЭП 
КРС (так называемое «бешенство коров») в Англии, 
возбудителем которой является прион, и с возможно-
стью передачи этого заболевания людям [1]. Особая 
опасность патогенных прионов в их исключительно 
высокой устойчивости к обычным методам обеззара-
живания [2].

В настоящее время нет полного знания о всех формах 
структур прионного инфекционного агента, вызы-
вающего ГЭП КРС, нет диагностических систем для 
прижизненного выявления ГЭП КРС в связи с крайне 
малой концентрацией возбудителя в жидкостях тела.

Многообещающий подход для диагностики и из-
учения прионных заболеваний — использование 
специфических ДНК- и РНК-аптамеров, коротких 
олигонуклеотидов, полученных методом Evolution of 
Ligands by Exponential enrichment (SELEX). Исполь-
зование аптамеров для детекции прионов позволяет 
применить процедуру цепной полимеразной реакции, 
упрощая и многократно увеличивая чувствитель-
ность метода. Имеются сообщения исследователей о 
получении и специфическом взаимодействии РНК- и 
ДНК-аптамеров с прионным белком, аналогичном 
взаимодействию этого белка со специфическими анти-
телами [3…6]. В работе российских авторов получены 
ДНК-аптамеры к рекомбинантным дрожжевым прион-
ным белкам [7], детектирующие общие для амилоидных 
белков эпитопы [8]. Несколько из этих ДНК-аптамеров 
были отобраны нами для дальнейших исследований на 
препаратах от животных с прионными инфекциями [9].

Цель исследования
Изучить возможность детекции аптамерами, полу-
ченными на прионный белок дрожжей и отобранны-
ми ранее, прионного белка — инфекционного агента 
ГЭП КРС в препаратах из тканей ЦНС зараженных 
животных.

Материалы и методы
Пробы тканей ЦНС получали из головного мозга экспе-
риментально зараженной губкообразной энцефалопа-
тией коровы. Наличие специфических патологических 
изменений в тканях ЦНС определяли гистологическим 
методом с окрашиванием срезов гематоксилином и 

эозином. Наличие в патологическом материале при-
она — возбудителя ГЭП КРС контролировали методом 
иммуноблоттинга с помощью моноклональных антител 
из набора «БиоРад» для выявления прионного белка. 
Прионный белок выделяли по методу Prusiner S.B. et 
al. [10]. Морфологические структуры, образуемые им, 
изучали методом негативного контрастирования на 
электронном микроскопе JEOL-100CX.

Биотинилированные ДНК-аптамеры получали на ав-
томатическом синтезаторе амидо-фосфитным методом 
с последующей очисткой в ПААГ. Аптамеры коньюги-
ровали со стрептовидин-пероксидазой и использовали 
для детекции прионных белков в разработанном ИФА-
подобном протоколе.

Результаты и обсуждение
В работе использовали фиксированный нейтральным 
формалином продолговатый мозг коровы, имевшей 
типичную клиническую картину заболевания через 
16…28 месяцев после заражения гомогенатом голов-
ного мозга больной губкообразной энцефалопатией 
коровы. Мозг получен из Англии. Для подтверждения 
диагноза пробы тканей продолговатого мозга ис-
следовали стандартным гистологическим методом. 
Приготовленные срезы каждой пробы окрашивали 
гематоксилин-эозином. Морфологический анализ проб 
показал в тканях наличие типичной для губкообразной 
энцефалопатии вакуолизации нейронов с билатераль-
ной симметрией (рис. 1).

Наличие прионного белка — инфекционного агента 
ГЭП КРС — в препаратах продолговатого мозга под-
тверждали стандартным методом иммуноблоттинга и 
электронной микроскопией.

Для этого прионный белок выделяли из гомогена-
та продолговатого мозга методом центрифугирова-
ния в градиенте 60…25 % (вес/объем) сахарозы при 
40000 мин−1 в роторе SW 41 Ti в течение 180 минут. 
Градиент делили на 3 фракции. Методом Лоури опре-
деляли количество белка, содержащегося в средней 
фракции градиента сахарозы. В качестве стандарта 
использовали альбумин сыворотки крови коров. Про-
бы средней фракции градиента, содержащие примерно 

Рис. 1. Вакуолизация нейронов на срезе продолговатого мозга 
больной губкообразной энцефалопатией коровы (х150)

Fig. 1. The vacuolation of neurons in microscopic section of the 
medulla oblongata of spongiform encephalopathy cows (х150)
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100 нг белка, разводили в электрофоретическом буфере 
для проб, содержащем 2 % додецилсульфата натрия 
и 5 % меркаптоэтанола, и прогревали при 100 °С в 
течение 2 минут. Пробы подвергали электрофорезу в 
непрерывной буферной системе по Лэммли в 15%-м 
ПААГ (микросистема «БиоРад»). В качестве маркеров 
использовали набор маркеров с низкомолекулярной 
массой фирмы «Фармация». По окончании электро-
фореза гели окрашивали Кумасси, бриллиантовым 
синим R или серебром по методу Бюрк Р.Р. Основная 
полоса выявлялась в зоне около 30 кД, слабые полосы 
контаминации окрашивались в зонах, соответствующих 
примерно 12 и 40 кД.

Пробы средней фракции подвергли электрофорезу 
в 15%-м ПААГ, как указано выше, и перенесли влаж-
ным методом на PVDF мембраны с помощью ячейки 
мини-трансблот фирмы «БиоРад». Иммуноокрашива-
ние провели моноклональными антителами из набора 
«БиоРад» для выявления прионного белка. Далее до-
рожку с исследуемым белком обработали мечеными 
антителами к мышиному иммуноглобулину. Дорожку с 
маркерами молекулярной массы обработали мечеными 
кроличьими антителами к маркерам (БСА, химотрип-
сину и мономеру цитохрома С). В дорожке нижней 
фракции полоса белка с молекулярной массой 40 кД 
не выявлена и представляет собой неспецифический 
белок. В средней полосе градиента специфично окра-
сились три полосы (рис. 2)

Рис. 2. Результаты анализа прионного белка, содержащегося в 
препаратах из образцов тканей ЦНС коров с экспериментальной 
губкообразной энцефалопатией методом иммуноблоттинга. По-
яснение в тексте

Fig 2. The results of the immunoblot assay of experimental bovine 
spongiform encephalopathy prion from the tissues samples of the 
central nervous system. Explanation in the text

Дорожка 1 — проба средней фракции сахарозного 
градиента. Специфическая иммунореакция выявлена 
с белками молекулярной массой 14, 30 и примерно 
45…50 кД; в зоне 40 кД иммунореация не выявлена. 

Дорожка 2 — пробы ткани продолговатого мозга здо-
ровой коровы, обработанной аналогично опытному ма-
териалу. Специфическая иммунореакция не выявленa. 
Дорожка 3 — маркеры молекулярной массы: БСА, 
химотрипсин и мономер цитохрома С.

Морфологическую структуру белков, полученных 
методом градиентного ультрацентрифугирования, 
изучали электронной микроскопией. Были выявлены 
многочисленные фибриллы диаметром 10…20 нм 
длинной от 165 до 215 нм (рис. 3).

Рис. 3. Электронная фотография скопления фибрилл в пробах 
средней фракции сахарозного градиента (х45000)

Fig. 3. The electronic photo of fibrils accumulation in samples of 
the sucrose gradient average fraction (х45000)

Выделенный белок соответствует ожидаемым ха-
рактеристикам прионного белка — инфекционного 
агента ГЭП КРС.

ДНК-аптамеры, отобранные нами ранее [9] для 
дальнейших исследований на препаратах из тканей 
животных, имеют нуклеотидный состав, приведенный 
в таблице 1.

1. Нуклеотидная последовательность ДНК-аптамеров
1. The nucleotide sequence of DNA-aptamers

N1
5’-bio-AGCACTAATCTATGCccgacgctagcgacctatcccataaacgagaca

cgggtccACCTTATGTTGTAGC-3’

N2
5’-bio-AGCACTAATCTATGCccgaccaacgttgttaccttccctataacaacagg

agccgACCTTATGTTGTAGC-3’

Эффективность связывания аптамеров с прионом 
ГЭП КРС изучали методом ИФА в сэндвич варианте, 
заменяя вторичные антитела аптамерами, связанными 
с конъюгатом стрептавидин – пероксидаза. В качестве 
твердой фазы — полистироловые стрипы диагностиче-
ского набора фирмы «БиоРад», лунки которых покрыты 
первичными моноклональными антителами к синтети-
ческому полипептиду прионного белка. Такой подход к 
решению проблемы позволяет свести до минимума вли-
яние на результаты анализа примесей, загрязняющих 
препарат используемого в опытах прионного белка, а 
также оценить результаты опыта экспериментально. В 
качестве отрицательного контроля на аптамер исполь-
зовали биотинилированный олигонуклеотид S70 такой 
же длины, но вырожденной структуры. Результаты 
взаимодействия ДНК-аптамеров с прионом ГЭП КРС 
(ВоPrP)* приведены в таблице 2.

Анализ результатов, представленных в таблице 2, 
демонстрирует, что ДНК-аптамеры показывают связы-
вание с препаратами прионного белка, превышающее 
связывание с препаратами из гомогената мозга здоро-
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вой коровы более чем в 2 раза в отличие от олигонукле-
отидов случайной структуры, то есть ДНК-аптамеры 
проявили специфическое связывание. 

Заключение
Продемонстрирована возможность детекции при-

онных белков — инфекционных агентов в препаратах 
из тканей ЦНС коров, зараженных губкообразной 
энцефалопатией, ДНК-аптамерами, выявляющими 
амилоидные эпитопы.
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2. Результаты ИФА связывания ДНК-аптамеров с прионом ГЭП 
КРС (ВоPrP)*
2. ELISA results of the binding of DNA-aptamers with bovine spongiform 
encephalopathy prion (ВоPrP)*

Аптамер

Материал

ВоРrР 
из гомогената 
мозга больной 
коровы (BSE)

Препарат 
гомогената мозга 
здоровой коровы 

(N)

Отношение 
(BSE/N)* *

N1 0,924 0,427 2.160

N2 1,121 0,505 2,22 

N70 0,612 0,775 0,790

Примечание. * — Показатель поглощения при 450 нм за минусом 

фона буфера для разбавления. * * — Соотношение показателя 

поглощения положительной на BSE пробы мозга и показателя по-

глощения пробы мозга здоровой коровы.


