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РЕФЕРАТ
Отчет содержит: 42 с., 8 рис., 1 табл., 21 библиограф. источников, 6 прил.

Ключевые слова: ВИРУС ОСПЫ ОВЕЦ, АНТИГЕНЫ, ХЛОРОПЛАСТЫ, ТРАНСПЛАСТОМНЫЕ РАСТЕНИЯ, ЭКСПРЕССИЯ.
Объекты исследования: гены вируса оспы овец sppv117 и sppv060, кодируемые ими белки, растения табака Nicotiana tabacum и бактерии E. coli штамма DH5α. 
Цель проекта – разработать технологию получения рекомбинантных антигенов вируса оспы овец на базе растений табака Nicotiana tabacum с хлоропластной экспрессией гена sppv117, кодирующего антигенный белок SPPV-А27L. 
Задачи на 2018 год: 1. Клонировать ген sppv117 в хлоропластный вектор. 2. Провести трансформацию хлоропластов растений табака N. tabacum ДНК-конструкцией pNT4-A27L методом бомбардировки листьев микрочастицами золота.
Методы исследования: компьютерный анализ нуклеотидных и аминокислотных последовательностей, молекулярное клонирование нуклеиновых кислот, ПЦР, рестрикционный анализ, секвенирование ДНК, электрофорез нуклеиновых кислот, спектрофотометрия, биобаллистический метод трансформации растений, методы растительных культур in vitro.
Результаты работы и их новизна: гены sppv117 и sppv060 были клонированы в бактериальные вектора pHK20 и pKG27 под контроль хлоропластных регуляторных элементов: промоторов PrrnL, PpsbA и терминаторов транскрипции TrbcL, TpsbA. Нуклеотидные последовательности генов sppv117 и sppv060 в составе полученных ДНК-конструкций [PrrnL-sppv117-TrbcL], [PrrnL-sppv60-TrbcL], [PpsbA-sppv117-TpsbA] и [PpsbA-sppv60-TpsbA] были выверены секвенированием. Полученные рекомбинантные кассеты были переклонированы в хлоропластный вектор pNT4, обеспечивающий интеграцию целевого гена в межгенный район trnG/trnfM хлоропластного генома. Для проведения трансформации хлоропластов растений были выделены и очищены в препаративных количествах плазмидные ДНК созданных хлоропластных векторов pNT4/PrrnL-sppv117-TrbcL, pNT4/PrrnL-sppv60-TrbcL, pNT4/PpsbA-sppv117-TpsbA и pNT4/PpsbA-sppv60-TpsbA. Методом бомбардировки листьев микрочастицами золота была проведена трансформация растений табака N. tabacum полученными ДНК-конструкциями, содержащими гены вируса оспы овец. Получены растения-регенеранты.
По результатам данного проекта опубликовано 4 работы (Приложение А), в т.ч. подана 1 заявка на патент РК. Сканы публикаций приведены в Приложении Д.
Область применения: биотехнология растений, ветеринария.
ҚЫСҚАША АНЫҚТАМА
Есеп 42 б., 8 сурет, 1 кесте, 21 библиографиялық көздер, 6 қосымшалар.
Түйінді сөздер: ҚОЙ ШЕШЕК ВИРУСЫ, АНТИГЕНДЕР, ХЛОРОПЛАСТТАР, ТРАНСПЛАНТОМДЫ ӨСІМДІКТЕР, ЭКСПРЕССИЯ.
Зерттеу нысандары: қой шешек вирусының sppv117және sppv060 гендері, олармен кодталатын рекомбинантты ақуыздар, N. tabacum темекі өсімдіктер, E. coli бактерияларының DH5α штаммы.
Жобаның мақсаты – SPPV-A27L антиген ақуызының кодтайтын sppv117 генінің хлоропласт экспрессиясы бар темекі өсімдіктері Nicotiana tabacum негізінде қой шешек вирусының рекомбинантты антигендерін алу технологиясын жасау.
2018 жылдың тапсырмалар: 1. Хлоропласт векторына sppv117 генін клондау. 2. Алтын микробөлшектермен бомбалау әдісі арқылы pNT4-A27L ДНҚ-конструкциямен N. tabacum өсімдігі жапырағының хлоропластарына трансформация жүргізу.
Зерттеу әдістері: нуклеотид және аминқышқылы тізбектерінің компьютерлік талдауы, нуклеин қышқылдарының молекулярлық клондау әдістері, ПТР, рестрикционды талдау, ДНҚ-сиквенс әдісі, нуклеин қышқылдарының электрофорезі, спектрофотометрия, биобаллистикалық әдісімен өсімдіктердің трансформациясын жүргізу, өсімдік дақылдарының in vitro әдістері. 
Алынған нәтижелер және олардың жаңалығы: pHK20 және pKG27 бактерия векторларында промотор PrrnL, PpsbA және терминатор транскрипциясы TrbcL, TpsbA хлоропласты реттеуші элементтердің бақылауымен sppv117 және sppv060 гендері клондалынды. Алынған [PrrnL-sppv117-TrbcL], [PrrnL-sppv60-TrbcL] [PpsbA-sppv117-TpsbA] және [PpsbA-sppv60-TpsbA] ДНҚ-құрылымдарының нуклеотидті тізбектері сиквенс әдісімен тексерілді. Хлоропласты геномның trnG/trnfM ген аралық аймағындағы мақсатты геннің бірігуін қамтамасыз ететін алынған рекомбинантты кассеталар хлоропласт векторында pNT4 қайта клондалынды. Өсімдік хлоропласт трансформациясын жүргізуге pNT4/PrrnL-sppv117-TrbcL, pNT4/PrrnL-sppv60-TrbcL, pNT4/PpsbA-sppv117-TpsbA, pNT4/PpsbA-sppv117-TpsbA құрылған векторларының плазмидтік ДНҚлары оқшауланған және препараттық мөлшерде тазартылған. Алтын микробөлшектермен бомбалау әдісі арқылы N. tabacum темекі өсімдіктері жапырақтарына қой шешек вирусының гендері бар ДНҚ құрылымы арқылы трансформация жүргізілді. Регенерант өсімдіктер алынды.
Осы жобаның нәтижелері бойынша 4 жұмыс жарияланды (А қосымшасы), соның ішінде ҚР 1 патенттік өтініміне берілді. Мақалалардың сканер нұсқасы Д қосымшасында келтірілген.
Қолдану саласы: өсімдік биотехнологиясы, ветеринария. 
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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
В настоящем отчете по НИР применяются следующие обозначения и сокращения: 

	ВОО
	вирус оспы овец

	SPPV
	sheep pox virus

	VACV
	Vaccinia virus

	п.о.
	пар нуклеотидов

	дНТФ
	дезоксинуклеозидтрифосфат

	ДНК
	дезоксирибонуклеиновая кислота

	олигоДНК
	олигодезоксирибонуклеотид

	ПЦР
	полимеразная цепная реакция

	НТП
	нетранслируемая последовательность

	10хHis
	последовательность, кодирующая 10 остатков гистидина 

	БАП
	6-бензиламинопурин

	НУК
	нафтилуксусная кислота

	МС
	Мурасиге-Скуга

	amp
	ампициллин

	spec
	спектиномицин

	
	


ВВЕДЕНИЕ
Проект выполнен по бюджетной программе: 217 «Развитие науки», подпрограмме 102 «Грантовое финансирование научных исследований», по приоритету: 4 «Науки о жизни и здоровье», по специализированному направлению 4.1. «Фундаментальные и прикладные исследования в области биологии».

Вирус оспы овец (ВОО, Sheep Pox Virus, SPPV) относится к роду Capripoxvirus, входящему в семейство Poxviridae [1]. Вызываемое им заболевание является высококонтагиозным и в связи с быстрым распространением, значительным экономическим ущербом, наносимым овцеводческим хозяйствам, высоким падежом, особенно среди молодняка относится к особо опасным заболеваниям [2, 3]. Вирус широко распространен по всей Средней и Центральной Азии, в Индии, а также в Северной Африке. Кроме овец и коз к оспе овец восприимчивы и некоторые дикие животные (сайгаки, козероги, газели) [4]. Снижение распространенности данного заболевания среди мелкого рогатого скота плодотворно скажется на численности этих диких животных. 
Эффективным средством предупреждения распространения инфекционных заболеваний является вакцинация. В настоящее время для профилактики данной инфекции в Республике Казахстан и в сопредельных государствах используют культуральную вакцину, полученную на основе аттенуированного штамма «НИСХИ» ВОО [5]. Вакцины, основанные на живых аттенуированных штаммах вирусов потенциально опасны и теоретически способны рекомбинировать с образованием вирулентных штаммов. Никакие способы очистки аттенуированных штаммов вируса оспы овец не могут гарантировать полного избавления от микоплазменных и прионных агентов. Преодолеть эти недостатки позволяют субъединичные рекомбинантные вакцины, относящиеся к новому поколению эффективных иммунизирующих препаратов, примером этому служит вакцина против гепатита В, произведенная посредством встраивания поверхностного антигена вируса в геном дрожжевых клеток [6].
В данном проекте впервые планируется разработать технологию получения рекомбинантной вакцины к оспе овец на базе растений табака Nicotiana tabacum, экспрессирующих в хлоропластах один из двух генов SPPV, кодирующих иммуногенные белки SPPV-А27L и SPPV-L1R. Такой подход для профилактики данного заболевания овец предлагается впервые в мире. 

За отчётный период опубликованы 1 тезис на международной конференции дальнего зарубежья, 2тезиса на международной конференции в Казахстане, подана 1 заявка на патент на
изобретение РК (приложение А).
По теме исследования проведен патентно-информационный поиск на глубину 5 лет по электронным базам данных, информационно-справочным системам United States Patent and Trademark Office (patft.uspto.gov), Евразийская патентная организация (www.eapo.org), Роспатент (www.fips.ru), Fresh Patents (www.freshpatents.com); Elsevier (www.elsevier.com), PubMed (www.pubmed.com). Результаты патентно-информационного поиска позволили определить ведущие научные организации в зарубежных странах, работающие над проблемой получения рекомбинантных вакцин медицинского и ветеринарного назначения в растениях.

Установлено, что ведущее положение в данной области занимают США и страны Европейского Союза. По результатам проведенного патентного поиска за последние 5 лет выявлен ряд патентов, имеющих общую направленность с тематикой (приложение Б). Анализ научно - технической литературы и данных Internet позволил выявить ряд статей по изучению временной или стабильной экспрессии антигенов патогенов человека и животных в клетках растений и свидетельствует о перспективности избранной тематики и актуальности поставленных задач.

Полученные нами данные выполнены на высоком техническом уровне с использованием современных научно-технических достижений и исключают неоправданное дублирование исследований.

Цель этапа 2018 года: для трансформации хлоропластов растений создать рекомбинантные плазмиды, содержащие гены ВОО sppv117 и sppv060 под контролем хлоропластных транскрипционных регуляторных элементов. Провести трансформацию хлоропластов растений табака N. tabacum методом бомбардировки листьев полученными ДНК-конструкциями и получить растения-регенеранты. 
В приложении В приведены задачи проекта, календарные планы работ к Договору № 330 от 02.04.2018г. между Комитетом науки МОН РК и РГП на ПХВ «Институт молекулярной биологии и биохимии им. М.А. Айтхожина» КН МОН РК. Использованные в работе информационные ресурсы приведены в приложении Г. В приложении Д представлены скан-копии публикаций.
 В приложении Е представлены результаты НИР за 2018 год.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 
Выбор направления исследования

В качестве основы рекомбинантной вакцины были выбраны иммунодоминантные вирусные белки оболочки. Известно, что структурные белки оболочки SPPV60, SPPV095, SPPV117 и SPPV122 являются иммунодоминантными [7]. Они являются ортологами белков VACVL1R, VACVA4L, VACVA27L иVACVA33R вируса осповакцины, используемого для приготовления вакцины против натуральной оспы человека. При этом вируснейтрализующая активность была показана только для поликлональных антисывороток, полученных к синтезированным в бактериях рекомбинантным белкам SPPV60, SPPV117 и SPPV122. Из трех перечисленных вирусных белков для синтеза в хлоропластах растений нами были выбраны SPPV60 и SPPV117, поскольку сыворотки к ним показали достаточно высокую вируснейтрализующая активность. Для удобства в дальнейшем мы их обозначили как SPPV-L1R и SPPV-A27L. 

Из зарубежных исследований известно, что иммунизация мышей бактериально-синтезированным рекомбинантным белком VACVA27L обеспечивала полную защиту от гибели в случае искусственного заражения мышей летальными дозами осповакцины [8]. Экспрессированный в бакуловирусной системе белок VACVL1R совместно с VACVА33R и VACVВ5R также защищал мышей от гибели при интраназальном заражении вирусом осповакцины [9]. Поскольку SPPV достаточно близок филогенетически вирусу осповакцины, можно ожидать, что иммунизация животных рекомбинантной вакциной на базе белка SPPV-A27L совместно с SPPV-L1R также обеспечит защиту животных от вирусного заражения.
Для наработки целевых рекомбинантных белков в настоящее время используют бактериальные, животные и растительные системы. Главным недостатком прокариотических систем является отсутствие посттрансляционных модификации белков. Животные системы экспрессии рекомбинантных белков являются чрезвычайно дорогими и позволяют получать небольшие количества чистого продукта. 

Растительные системы получения рекомбинантных вакцин являются привлекательной альтернативой в сравнении с другими эукариотическими системами из-за своей низкой себестоимости и безопасности из-за отсутствия патогенных вирусов человека и животных, а также прионов. Многочисленные работы показывают, что трансгенные растения с интеграцией целевого гена в хромосомы ядра клетки продуцируют обычно чужеродный белок на низком уровне [10]. Увеличение числа копий трансгена с целью повышения уровня экспрессии трансгенных мРНК часто приводят к их сайленсингу [11,12]. 

Преодолеть эти затруднения удается при использовании трансгенной системы хлоропластов (пластид). Экспрессия трансгенов в пластидах имеет ряд важных преимуществ перед ядерной экспрессией. Количество рекомбинантных белков в хлоропластах, как правило, на несколько порядков выше по сравнению с ядерной экспрессией и достигает 1–25% от суммарного растворимого белка, а в исключительных случаях достигает 72% [13]. 

Другими преимуществами являются отсутствие риска возникновения сайленсинга в отношении трансгена, защита целевых рекомбинантных белков в пластидах от клеточных протеаз, интеграция трансгена в один и тот же межгенный район пластидной ДНК, отсутствие в пластидах сплайсинга мРНК, экологическая безопасность для окружающей среды в силу того факта, что пластиды не входят в состав пыльцевых зерен растений и поэтому транспластомные растения не могут распространять трансгены.
Примерами успешной продукции антигенов патогенных агентов в трансплаcтомных растениях служат работы по вирусам Денге, иммунодефицита, осповакцины, полиомиелита, папилломы, возбудителя холеры [14, 15, 16, 17,18, 19]. Данные факты послужили причиной того, что в качестве основной системы для наработки рекомбинантных белков SPPV-A27L и SPPV-L1R как основных компонентов рекомбинантной вакцины против ВОО нами была выбрана хлоропластная система экспрессии генов.

В качестве растения-продуцента рекомбинантных белков A27L и L1R мы выбрали табак, поскольку большинство хлоропластных векторов разработаны именно под этот вид растений, к тому же, табак обладает высокой скоростью роста и является неприхотливой культурой. Процесс очистки и концентрирования поксвирусов из культуральных вируссодержащих материалов в целях производства аттенуированных вакцин, являются очень трудоемкими и затратными. Себестоимость сырья для производства рекомбинантного белка из соответствующей линии табака будет значительно ниже, чем вируссодержащие культуральные среды в производстве аттенуированной вакцины против оспы овец. 

В ходе совместной работы нашей исследовательскаой группы с сотрудниками «НИИ Проблем Биологической Безопасности» КН МОН РК по изучению иммунологических свойств рекомбинантных белков SPPV на полипептиды SPPV-A27L и SPPV-L1R были получены поликлональные антисыворотки в мышах, которые показали высокую специфичность [20]. В ходе настоящего проекта планируется использовать эти антисыворотки для доказательства синтеза в транспластомных растениях табака антигенных белков.
2

Объекты, материалы и методы исследования 
2.1
Объекты исследования 
Основные объекты исследования: гены ВОО sppv117 и sppv060 и кодируемые ими белки. В работе использовались бактерии E. coli штамма DH5, растения табака Nicotiana tabacum (cv. Petit Havana). 
2.2
Материалы
Использовались реагенты фирм “Sigma”, “Bio-Rad”, “Roche”, “Thermo Scienetific”, “Promega”. Плазмиды pICH11599, pKG27, pHK20 и pNT4 были любезно предоставлены профессором Warzecha (Германия). Нуклеотидные последовательности всех синтезированных (“Eurofins Genomic”) олигодезоксирибонуклеотидов (олигоДНК) представлены в таблице 1.
Таблица 1 – Синтетические олигоДНК, использованные в работе 
	Ген или участок плазмиды
	Праймер
	Последовательность

	sppv117
	A27L-for
	5'-gcatcatatggacagagcgttatcaatctttccaggcga-3'

	
	A27L-rev
	5'-gcatctcgagtcactttagtgttgtaattcttcctgttt-3'

	sppv60
	L1R-for
	5'-gcatcatatgggagcagccgctagtat-3'


	
	L1R-rev
	5'-gcatgtcgacttatatataaaattgatatatccgtatcccga-3'

	промотор гена psbA 
	PpsbA-for
	5'-cacccactagcatatcgaaattct-3'

	промотор гена rrnL
	PrrnL-for
	5'-tcgttcaatgagaatggataaga-3'

	фланкирующий район хлоропластного генома
	PRB-for
	5'-cgacggagagggggtccacc-3'



2.3
Методы исследования
Компьютерный анализ последовательностей нуклеиновых кислот и белков проводили с использованием программ “SnapGene 2.8.3”, “DNAMAN 4.03”, “Sequencing Analysis v5.2”.
Клонирование
Реакции рестрикции, элюции, спектрофотомерическое определение концентрации ДНК, лигирования фрагментов ДНК, приготовление и трансформацию компетентных клеток E.coli, выделение плазмидной ДНК, электрофорез нуклеиновых кислот в агарозном геле проводили по стандартным методикам [21]. В работе были использованы эндонуклеазы рестрикции NcoI, XbaI, NdeI, SacI, HindIII, фрагмент Кленова, ДНК-лигаза фага Т4 фирмы “Thermo Scientific”. Для очистки фрагментов ДНК из гелей, для выделения плазмидных ДНК были использованы наборы “Gene JET Gel Extraction kit”, “Gene JET Plasmid Miniprep kit” и “Gene JET Plasmid Midiprep kit” фирмы “Thermo Scientific”. 
Полимеразная цепная реакция (ПЦР) проводилась с использованием полимеразы Taq ДНК-полимеразы (“Thermo Scientific”). В качестве праймеров использовались олигоДНК, указанные в таблице 1, а в качестве матрицы – 10-20 нг плазмидных ДНК. Реакцию проводили в следующем температурном режиме: стадия 1 – 3 мин. при 94ºС - 1 цикл; стадия 2 - 30 сек. при 94ºС, 30 сек. при 54ºС, 1 мин. при 72ºС – 30 циклов; стадия 3 - 5 мин. при 72ºС – 1 цикл. 
Секвенирование ДНК осуществляли с использованием коммерческого набора “Big Dye® Terminator v.3.1” (“Applied Biosystems”) по методике фирмы-производителя. Считывание проводили с двух сторон (с 5'- и с 3'-конца) с использованием генспецифичных праймеров. Амплификацию проводили в амплификаторе модели 9700 (“Applied Biosystems”) при использовании температурного режима: cтадия 1 - 2 мин. при 96ºС - 1 цикл; cтадия 2 - 20 сек. при 96ºС, 10 сек. при 50ºС, 4 мин. при 60ºС – 30 циклов; cтадия 3 - 5 мин. при 4°С – 1 цикл. По окончании амплификации ДНК осаждали этанолом, осадок растворяли в 15 мкл формамида. Образцы ДНК денатурировали 3 мин. при 96°С и анализировали на генетическом анализаторе ABI Prism 310 (“Applied Biosystems”). 
Культивирование растений

Семена табака стерилизовались в 25% растворе отбеливателя «Белизна» в течение 20 мин. Затем многократно промывались стерильной водой и высаживались на твердую питательную среду Мурасиге-Скуга (МС) без фитогормонов, проростки культивировались при 16-часовом фотопериоде (16/8ч – день/ночь) при температуре от +23± 2 °С. 

Трансформация хлоропластов

Полученными хлоропластными векторами трансформировали растения табака методом биобаллистики (бомбардировки) с использованием микрочастиц золота, на поверхности которых иммобилизовали молекулы ДНК. Для этого 2мг золотых частиц размером 0,6 мкм помещали в пробирку эппендорф, суспендировали в 100 мкл 96%-ного этанола, центрифугировали при 6000 об/мин. в течение 20 сек. при 4ºС, отбирали этанол, суспендировали частицы в 1 мл стерильной воды, заново центрифугировали, отбирали воду и суспендировали золотые частицы в 250 мкл воды. Далее к ним добавляли раствор ДНК (25 мкг), 250 мкл 2,5M CaCl2 и 50 мкл 0,1М спермидина. Смесь инкубировали во льду в течение 10 мин., периодически встряхивая на вортексе. Центрифугировали при 4000 об/мин. в течение нескольких сек. при 4ºС, супернатант сливали и добавляли 600 мкл 96%-ного этанола, заново центрифугировали, далее добавляли 65 мкл 96%-ного этанола, тщательно встряхивали и хранили пробирку во льду до проведения обстрела.
Необходимые для работы разрывные диски 1100 psi, мембраны для нанесения ДНК, защитные сеточки (Bio-Rad) стерилизовали в течение 20 мин. в 96%-ном этаноле, после чего подсушивали в ламинар-боксе. Разрывной диск помещали в удерживающую насадку, которую закрепляли в камере баллистической пушки PDS-1000/He Biolistic Particle Delivery System (“Bio-Rad”). В специальный диск с отверствием помещали мембрану для нанесения, в центр которой предварительно наносили 6 мкл суспензии микрочастиц с иммобилизованной ДНК. Диск помещали в устройство-носитель со вставленной защитной сеточкой.

Для трансформации использовали листья растений табака, выращенных в асептических условиях. Лист среднего размера помещали нижней стороной кверху на фильтровальную бумагу в центр чашки Петри со средой №1 (соли с витаминами МС, 3% сахароза, 1 мг/л БАП (6-бензиламинопурин), 0,1 мг/л НУК (нафтилуксусная кислота), 0,7% агар).
Чашку с листом без крышки помещали в камеру пушки на полку, находящуюся под устройством-носителем микрочастиц. Закрывали дверцу камеры и производили выстрел при вакууме 25-27 mm Hg и давлении гелия 1300 psi. Для каждой конструкции было произведено 8 выстрелов. 
В тот же день после обстрела у листьев удаляли срединную жилку, разрезали на сегменты размером 1-2 см2 и помещали на среду №1. Чашки инкубировали при 23±2°С при освещенности 3000 люкс и световом режиме 16/8ч (день/ночь). Через два дня сегменты листьев переносят на среду №2 (среда №1 с добавлением селективного антибиотика спектиномицина (spec) в концентрации 500 мг/л). Каждые две недели сегменты листьев переносили на свежую среду №2. Чашки инкубировали при том же световом и температурном режиме. Через 8-12 недель наблюдали появление побегов, их срезали и укореняли на среде МС c добавлением spec.
3 
Обобщение и оценка результатов исследований
3.1 
Клонирование генов sppv117 и sppv060 в бактериальный вектор pKG27
Ранее нами ген sppv117 размером 450 п.о., кодирующий полноразмерный белок SPPV-A27L, и фрагмент гена sppv060 размером 567 п.о., кодирующий N-концевую гидрофильную часть белка L1R, были клонированы в экспрессионный вектор pET19b. Далее гены из плазмид pET19b/sppv117 и pET19b/sppv60 были переклонированы в транзиентный вектор pICH11599 по сайтам рестрикции NcoI и BamHI, что привело к получению плазмид pICH11599/sppv117 и pICH11599/sppv60 (рисунок 1А и 1Б). Наличие в полученных плазмидах сайта XbaI после сайта BamHI позволило провести клонирование генов ВОО в вектор pKG27 (рисунок 1В) между сайтами NcoI и XbaI, поместив их между промотором и терминатором пластидного гена psbA.
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neo - ген устойчивости к канамицину; amp - ген устойчивости к ампицилину; sppv117 – ген белка SPPV-A27L; sppv60 – ген белка SPPV-L1R; PpsbA+5’UTR – промотор пластидного гена psbA с 5’-НТП; TpsbA - терминатор пластидного гена psbA; PrrnL+T7g10 – промотор рибосомального оперона пластид c 5’-НТП гена 10 бактериофагаТ7; TrbcL – терминатор транскрипции гена rbcL; 10хHis – последовательность, кодирующая 10 остатков гистидина; ТFR – фланкирующие районы хлоропластной ДНК табака (tobacco flanking region); trnG – ген глициновой тРНК; aadA - ген устойчивости к спектиномицину; trnfM – ген формил-метиониновой тРНК; ColE1 – участок начала репликации.
Рисунок 1 – Карты плазмид, использованных в работе 
ДНК плазмид pICH11599/sppv117 и pICH11599/sppv60 обрабатывали рестриктазами NcoI и XbaI, фрагменты ДНК с размерами 538 п.о. и 655 п.о. соответственно элюировали из геля и клонировали по тем же сайтам в вектор pKG27 вместо гена uidA, кодирующего репортерный белок GUS. 

По четыре ДНК-клона каждого варианта проверяли рестрикционным анализом при совместной обработке ферментами NcoI и XbaI. ПЦР анализ проводили с использованием Taq-полимеразы и пары праймеров PpsbA-for/A27L-rev при получении конструкции [PpsbA-sppv117-TpsbA], и пары PpsbA-for/L1R-rev при получении конструкции [PpsbA-sppv60-TpsbA]. Проведенный анализ показал, что все проверенные клоны содержат гены sppv117 или sppv060 в составе плазмиды pKG27. Результаты анализа представлены на рисунке 2. Схемы полученных ДНК-конструкций [PpsbA-sppv117-TpsbA] и [PpsbA-sppv60-TpsbA] представлены на рисунке 3. 
3.2 Клонирование генов sppv117 и sppv060 в бактериальный вектор pHK20

Бактериальный вектор pHK20 содержит кодирующий неомицинтрансферазу ген neo между хлоропластным промотором prrnL и терминатором TrbcL (рисунок 1Г). Для того чтобы заменить ген neo генами ВОО, вектор был последовательно обработан рестриктазой NdeI, фрагментом Кленова в присутствии дНТФ для заполнения 5'-выступающих "липких" концов ДНК с образованием "тупых", затем рестриктазой XbaI. Далее векторную ДНК элюировали из геля и лигировали с ДНК-фрагментами генов sppv117 и sppv060, выщепленными из плазмид pICH11599/sppv117 и pICH11599/sppv60, подготовленными так же, за исключением того, что использовали рестриктазу NcoI вместо NdeI.
ДНК-клоны каждого варианта проверяли рестрикционным анализом в присутствии ферментов NdeI и XbaI, а также ПЦР анализом с использованием Taq-полимеразы с парой праймеров Prrn-for/A27L-rev при получении варианта [PrrnL-sppv117-TrbcL] и Prrn-for/L1R-rev для варианта [PrrnL-sppv60-TrbcL]. Проведенный анализ показал, что клон #3 содержит ген sppv60 размером 580 п.о. в плазмиде pHK20, который расположен после промотора Prrn, а клоны #5 и #6 содержат ген sppv117 размером 463 п.о. также после промотора Prrn. Результаты анализа представлены на рисунке 4. Карты полученных ДНК-конструкций изображены на рисунке 5.
Нуклеотидные последовательности генов sppv117 и sppv060 в составе векторов pKG27 и pHK20 были выверены секвенированием в обоих направлениях с участием генспецифичных праймеров. Анализ полученных последовательностей с помощью программы “Sequencing Analysis v5.2” показал, что указанные гены не содержат внесенных мутаций в ходе клонирования и полученные конструкции могут быть использованы в дальнейшей работе.


[image: image4]
1-4 – ДНК-клоны при получении конструкции [PpsbA-sppv117-TpsbA]; 5-8 – ДНК-клоны при получении конструкции [PpsbA-sppv60-TpsbA]; К1- – pICH11599/sppv117; К2- – pICH11599/sppv60; М – O'RangeRuler 500 bp DNA Ladder (“Thermo Scientific”).
Рисунок 2 – Электрофоретический анализ в агарозном геле продуктов рестрикции клонов 1-8 эндонуклеазами NcoI и XbaI (А) и ПЦР-анализа клонов 1-4 с праймерами PpsbA-for/A27L-rev, клонов 5-8 с праймерами PpsbA-for/L1R-rev (Б)
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sppv117 – ген белка A27L; sppv60 – ген белка L1R; PpsbA+5’UTR – промотор пластидного гена psbA с 5’-НТП;TpsbA - терминатор пластидного гена psbA; 10хHis – последовательность, кодирующая 10 остатков гистидина.

Рисунок 3 – Карты конструкций [PpsbA-sppv117-TpsbA] (А) и 
[PpsbA-sppv60-TpsbA] (Б)
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1-4 – ДНК-клоны при получении конструкции [PrrnL-sppv60-TrbcL]; 5-6 – ДНК-клоны при получении конструкции [PrrnL-sppv117-TrbcL]; К1- – pICH11599/sppv60; К2- – pICH11599/sppv117; М1 – O'RangeRuler 100 bp DNA Ladder; М2 - O'RangeRuler 500 bp DNA Ladder (“Thermo Scientific”).
Рисунок 4 – Электрофоретический анализ в агарозном геле продуктов рестрикции клонов 1-6 по сайтам NdeI и XbaI (А) и ПЦР-анализа клонов 1-4 с праймерами PrrnL-for/L1R-rev, клонов 5-6 с праймерами PrrnL-for/A27L-rev (Б)


[image: image7]
PrrnL+T7g10 – промотор рибосомального оперона пластид c 5’-НТП гена 10 бактериофагаТ7; 10хHis – последовательность, кодирующая 10 остатков гистидина; sppv60 – ген белка SPPV-L1R; sppv117– ген белка SPPV-A27L; TrbcL – терминатор транскрипции гена rbcL.

Рисунок 5 – Карты конструкций [PrrnL-sppv117-TrbcL] (А) и 
[PrrnL-sppv60-TrbcL] (Б)

3.3
Клонирование ДНК-кассет с генами sppv117 и sppv060 в хлоропластный вектор pNT4 
Вектор pNT4, сконструированный для трансформации хлоропластов табака, содержит ген aadA, придающий устойчивость к спектиномицину (Spec), множественный сайт клонирования и обеспечивает интеграцию трансгенов в межгенную область trnG/trnfM хлоропластного генома путем гомологичной рекомбинации (рисунок 1Д). 
Плазмиды pKG27/sppv117, pKG27/sppv60, pHK20/sppv117, pHK20/sppv60 были обработаны рестриктазами SacI и HindIII, соотвествующие ДНК-фрагменты c размерами 992 п.о., 1109 п.о., 898 п.о., 1015 п.о. были элюированы из геля и были клонированы в вектор pNT4 между указанными сайтами. Полученные ДНК-клоны были проверены на наличие целевых вставок методом рестрикции по сайтам клонирования и ПЦР-анализом с участием пар праймеров, состоящих из прямого генспецифичного праймера A27L-for или L1R-for и праймера Prb-rev, подобранного к фланкирующему району хлоропластной ДНК в плазмиде pNT4. Результаты скрининга и карты полученных плазмид представлены на рисунках 6 и 7. Как видно из рисунка 6, клон #2 в плазмиде pNT4 между сайтами SacI и HindIII содержит ДНК-кассету [PpsbA-sppv117-TpsbA]; клоны #5, #6 и #8 - [PpsbA-sppv60-TpsbA]; клоны #9-12 - [PrrnL-sppv117-TrbcL]; клоны #14 и #16 - [PrrnL-sppv60-TrbcL]. 
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1-4 – ДНК-клоны для конструкции pNT4/PpsbA-sppv117-TpsbA; 5-8 – ДНК-клоны для pN4/PpsbA-sppv60-TpsbA; 9-12 – для pNT4/PrrnL-sppv117-TrbcL; 13-16 – для pN4/PrrnL-sppv60-TrbcL; К1- –  pKG27/sppv117; К2- –  pKG27/sppv60; К3- pHK20/sppv117; К4 - pHK20/sppv60; М - O'RangeRuler 500 bp DNA Ladder (“Thermo Scientific”).
Рисунок 6 – Электрофоретический анализ в агарозном геле продуктов рестрикции клонов 1-16 по сайтам NdeI и XbaI (А, Б) и ПЦР-анализа клонов 1-4, 9-12 с парой праймеров PrrnL-for/A27L-rev, клонов 5-8, 13-16 с парой PrrnL-for/L1R-rev (В, Г)
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ТFR – фланкирующие районы хлоропластной ДНК табака (tobacco flanking region); trnG – ген глициновой тРНК; PpsbA– промотор пластидного гена psbA; 5’UTR - 5’-некодирующая последовательность гена psbA; TpsbA - терминатор пластидного гена psbA; aadA - ген устойчивости к спектиномицину; PrrnL+T7g10 – промотор рибосомального оперона пластид c 5’-НТП гена 10 бактериофагаТ7; 10хHis – последовательность, кодирующая 10 остатков гистидина; sppv117 – ген белка SPPV-A27L; sppv60 – ген белка SPPV-L1R; trnfM – ген формил-метиониновой тРНК; amp - ген устойчивости к ампицилину; ColE1 – участок начала репликации.
Рисунок 7 – Карта плазмид pNT4/PpsbA-sppv117-TpsbA (А), pNT4/PpsbA-sppv60-TpsbA (Б), pNT4/PrrnL-sppv117-TrbcL(В), pNT4/PrrnL-sppv60-TrbcL(Г)
3.4
Трансформация хлоропластов табака полученными векторами
Для проведения трансформации растений табака Nicotiana tabacum (cv. Petit Havana) плазмидная ДНК полученных конструкций была выделена из 100 мл бактериальной культуры. Концентрация ДНК варьировала от 1,1 до 1,4 мкг/мкл. Конечный выход плазмидных ДНК составил от 80 до 100 мкг, что достаточно для проведения нескольких десятков выстрелов. Далее плазмидные ДНК были иммобилизованы на поверхности золотых микрочастиц. Процесс получения транспластомных растений методом биобаллистики (бомбардировки) состоял из нескольких этапов: обстрела целых листьев частицами золота, разрезания листьев на сегменты, культивирования их на среде с гормонами и спектиномицином, получения растений-регенерантов. На рисунке 8 приведены этапы трансформации. Регенерация растений происходила в течение двух-трех месяцев от начала эксперимента. В результате было получено 9 устойчивых к спектиномицину растений-регенерантов. Далее планируется провести ПЦР-скрининг этих растений на присутствие целевых генов в хлоропластном геноме с последующим отбором растений, синтезирующих антигенные белки SPPV-A27L и SPPV-L1R.
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Рисунок 8 - Этапы получения транспластомных растений табака: лист после бомбардировки (А); разрезанный на сегменты лист на среде с гормонами (Б); образование устойчивых к спектиномицину каллусов (В); регенерация транспластомных растений (Г)
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Оспа овец наносит огромный урон животноводству Казахстана. Использование дешевых, безопасных и эффективных вакцин нового поколения в сельском хозяйстве позволит повысить продовольственную безопасность в стране.

В настоящей работе мы разрабатываем новый подход к производству субъединичных вакцин, который позволит нарабатывать в транспластомных растениях вирусные антигены в качестве основы для производства рекомбинантной вакцины к ВОО. Использование такой биотехнологии поднимет научно-технологический уровень производства в стране, полученный опыт будет полезен для производства в растениях целевых белков не только ветеринарного, а также медицинского назначения.
В соответствии с календарным планом были получены следующие результаты: 
1) для проведения трансформации хлоропластов растений сконструированы рекомбинантные плазмиды pNT4/PrrnL-sppv117-TrbcL, pNT4/PrrnL-sppv60-TrbcL, pNT4/PpsbA-sppv117-TpsbA и pNT4/PpsbA-sppv60-TpsbA, содержащие гены иммуногенных белков ВОО SPPV-A27L и SPPV-L1R;
2) нуклеотидные последовательности генов sppv117 и sppv060 в составе полученных ДНК-конструкций были выверены секвенированием;

3) выделены и очищены в препаративных количествах плазмидные ДНК созданных хлоропластных векторов; 
4) методом биобаллистики листьев микрочастицами золота была проведена трансформация растений табака N. tabacum содержащими гены ВОО ДНК-конструкциями;
5) были получены растения-регенеранты, устойчивые к селективному антибиотику, из числа которых на следущем этапе НИР будут отобраны растения, экспрессирующие иммуногенные белки SPPV-A27L и SPPV-L1R.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

о выполнении патентных исследований

Проведен патентно-информационный поиск на глубину 5 лет. Патентно-информационный поиск проводился по электронным базам данных, информационно-справочным системам United States Patent and Trademark Office (patft.uspto.gov HYPERLINK "http://www.pubmed.gov" ), Евразийская патентная организация (www.eapo.org), Роспатент (www.fips.ru), Fresh Patents (www.freshpatents.com); Elsevier (www.elsevier.com) и др. 
По результатам проведенного патентного поиска в странах СНГ, Европы, США, Канаде, Корее и др. по классам МКИ: А61К39 С07К; С12N за последние 5 лет выявлено ряд патентов, касающихся развития технологии получения субъединичных вакцин в клетках растений. Установлено, что ведущее положение в данной области занимают США и страны Европейского Союза.

Просмотр патентной литературы по теме позволяет сделать заключение о том, что предпринимаемые нами НИР являются актуальными и перспективными. Результаты патентно-информационного поиска позволили определить ведущие научные организации в зарубежных странах, работающие над проблемой экспрессии антигенов патогенов человека и животных в клетках растений, разработки биотехнологии получения рекомбинантных вакцин из генетически модифицированных растений.

Анализ научно-технической литературы и данных Internet позволил выявить ряд статей по изучению временной или стабильной экспрессии антигенов патогенов человека и животных в клетках растений и свидетельствует о перспективности избранной тематики и актуальности поставленных задач.статей по созданию генетически модифицированных организмов для производства в достаточном количестве рекомбинантных белков вакцинного назначения, а также свидетельствует о перспективности избранной тематики и актуальности поставленных задач.
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Перечень зарубежных информационных ресурсов 

Поиск проводился по электронным базам данных, информационно-справочным системам и ресурсам: 

ScienceDirect (www.sciencedirect.com); 
Scopus (www.scopus.com); 
Web of Knowledge (www.webofknowledge.com); 

Web of Science (https://webscience-journal.net/webscience);
Elsevier (www.elsevier.com); 

PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed); 
United States Patent and Trademark Office (patft.uspto.gov),
Fresh Patents (www.freshpatents.com);

Евразийская патентная организация (www.eapo.org); 

Роспатент (www.fips.ru); 

Академия Google (https://scholar.google.com).
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Подтверждающие документы
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et with non-toxie bio insecicdes Research s been conducted
in 3 experimental variants n the southwsestern part of the coun-
iy during 2017, The method included tsts on combined tomato,
cucumber and besn species under protected conditons. One of
the variant comprised the unreated (control) vaian, nother w3s
represented by s thiamethoxam s chemical product and ane by
3 bio inecticide an Spincsad. Their applictions were performed
31 10-day intervals, against nymphs and aduls The effcts of the
reatments showed that in the chemical version the martaly of
insects was sbout 80% while in the bio nsecticide version the
mrtalty was sbout 70%. The diflerence in eficacy is less b
‘ous,a redactionin the population evelbeing demonstrated i both
cases. Of cours, the chemica produced betue esults,butthey can-
ot compensatefo the nonpolluting charscteisicof the biologicsl.
product used.

ps:doiorg/ 10,1016/ jiotec 2018.0675

Constructing the consttutvely active inase of
ribosomal protin S5 from Arabidopss Thaliana
(wpsi2)

Dariyar Beisenoy, Alena Alexandrovs, Andrel
Zhigailov, Gulshan Stanbekovs, Oxan Karpova
Rufina Narglovs, Amna Nizkorodova, Naiya
Polimbetova, Bulat Iskakov

MA Ackbozhin nstiute of Molecular iology and
Biochemisay,Almaty, Kezobhstan

E-mailaddress: blatskskourmail v (8 Iskakov)

Most studies of RPS6-Kinase regultion in plants e performed
o Arabidopsi thallan that contsins ARPSEKC, which s 2be to
phosphorylate RFS6 in 405 ribosomal subunit (405 RS). For full
activation AIRPSSK2 should be phosphorylated by upper level
Kinases: DK (5er298),BTOR (Thr455).and by unknown kinase:
(Ser437 ). To investigae the role of RPSG phosphorylaion n pref-
erential transation of some viraland cellla STOP.mRNAS it 5
mportant tocbtsin constittively ative APSGKZ,

For this purpose we cloned AIRPSE2 cDNA-gene and caried
out n viro-mutagenesis replacing codons of Se(5)206, 5437 3nd
ThrTJ55 by triples that encode phosphomimetic amin acid
i), Alter expression n £ el clls, two recombinant poteins
were colated: origin) ARPSSK2 and phosphomimetic ARPSGK2
(S206E, S£37E, T455E) These kinases were testd in v fo thele
ablityto hosphoryiate ither puried recombinant AtRPSS (~30-
KD3) s hommolog TaRPS6 i compositon of 405 RS islated from
wheat germ (Tvitcu aestvum).

‘Neither original nor phosphomimeti kinase was ble t0 phos-
phorylate purfied recombinant AIRPS6. Phosphomimetic knase
could phosphorylate TaRPS in compositon of iscated 405 RS
25 was evident from SDS-PAG-elecrophoresis and subsequent
radioautography by incorporation of adioactity from [y PIATP
into 30.KD3 polypepide.

Besides in viro-studie, such 3n 3pproach can ind biotechno-
logica pplications.

hps:doi.org/ 10,1016 fiotec 2018.0670

Recombinant sheep pos virus anigens
expression in chloroplasts

Gulshan Stanbekova ', Daniyar Besenov, Leila
Nadirova', Bulatiskakov!, Herlbert Warzecha®

" Aoz nstiute of Molecular ilogy and.
Biochemisty, Almaty, Kazakhstan

% Darmstadt Technica Universiy Darmtadr,

Germany

E-mail address: gulshanst@yahoo.com (G Stanbekova).

Sheep pox s 2 partculrly dangerous disase of small raminants
and cause signifcant conomic loes.Attenuated sheep pox virus
(5PPY)is usedasavacine forprophylacticcontrol ofdisease e
republic of Kazakhstan and Central A It was previously shown
thatviral tructural A27L and IR protens producedinbacteriahad
2 virus neuralzing acivity towsrds SPRV. Plant based production
ofthese immunogenic anigens via chloroplas expression 53 g00d
3pproach forsubunit vaccine development 3gainst sheep pox.

"We produced transplastomic tobaceo plants expressing sppv-
117 and sppv-060 genes encoding AZ71. and LIR antigen proeins
correspondently.Recombinant DNA consiructs contsined P pro-
moter, T7g10 leade, ither sppy-117 or sppy-060 gene, Trbt.
terminato and were flanked by plstid DNA to target insertions
o chloroplast tmiM/mG intergenic egion.

Recombinant DNA constructs were ntroduced nto chloroplasts
oftobaceo (Nicoriana tabacum L cv.Peit Havana SR1) on the sur-
Faceof gold paricles using biolstic gun.

“The transgenesis was confirmed by PCR anlysis of DNA
extraced fom he spectinomycn.resistant planis, Subsegquent RT-
PCRandWestern blotanalysis showed expresion ofth ransgenes.
at transcriptons] and tranlstons! levels. The recombinsnt pro-
eins were expressed i transplastomic lants a eves of 1-2% of
totalsoluble protein.

hitps:1doiorg/ 10,1016/ botec 201506280

INBREAD project, example ofinternational
rescarch cooperation In plant blotechnology

(Gabriels Antoaneta Vasceanu -, Sefan Manes,
Livia Apostol?

" Hofigal Expot - Import S, Buchares, Romania
2 National Rescarch & Development nstiute for

Food Boresource,Bucharet Fomania

E-mail address: consilie hafgaloyshoo, com (GA Visscesm).
New bakery products, from bread to cookies, can be upgraded.
into the Healthy Food market by adding functional ngredients a5
sources ofdigestble proein, vitamins, essential aty cids,dietary
Fbers and minerss from alfFs and flaxseeds.

“The riinal dea of the pojec s 0 process by products which
areveryichinnutrtonsl and biosctve compounds o unctionsl
ngredient/fours to be used in food industry with the flloving.
beneis

- recoveringavery goodsourcefnurients minerals, good qualty
protens, dietary fibers):

- minimizing of quanticy of by-products:

 designing of new functional ngredientsbakery flous:

 designing of new bakery recipes eniched i bioactve com-
pounds:

- mproving the heslthy food market

 increasing of added value of bakery products 25 well 5 of by-
produces which will b used
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3. Cranexosa, /LK. Beitcenos, JLT. Haxuposa, B.K. Hexatos

9KCNPECCHS| AHTHIEHOB BHPYCA OCTIbI OBEIL
BXJOPOILTACTAX PACTEHHI

Hucmumym wonexyaspuoi Guorozun u Guoxusia ww. MA. Aimxoxeuna KH MOH PK
"Pecnytimaca Kasaxeman, 050040, 2 Awvams, 1. Jocwyxavedosa, 86

e-mail: gulshansi@yahoo.com

Ocia oBent AmIAETES 06050 OMACHHM 5300 BHHEM METKHX K BATHIX KHBOTHEX H DHIHBACT
aHTETBHbE SKOHOMIECKIe HOTEpH. JUIA TpOHTAKTIeCKOTO KoM pas 3aGoneaanns B Pecry ke
KasaxcTar u L{enTpans no A3 b KatecToe BAKLIHL HCTIOb 3y TCA ATTCHYHOBH b H LITAMM BHPYCA
ocnst osert (SPPYV). Pariee G0 MOKE3AHO, 4T ITHTENA K BHPYCHbM CTPYKTYpHBM Oekan A27L i
LIR, crresmposaiix b GaKTepist, 0F141210T BHDYCHHTPATH3YIOMIEH KT HBHOCTbIO B OTHOICHIH
‘SPPV. TIpoi300:¢T50 2 OCHOBE PACTEHHI STH HMMYHOrCHHbIX AHTHI CHOB 1OCDEICTBOM JKCTIDECCHI B
XH0DOILIACTAX ABIAETCH XOPOUINM NOXOZOM /LIS PATBHTHS Cy b AMHIAIOF BAKIMHE NPOTHS OCIH
‘OBt [ AABHbIM IPCHMYIIICE TEOM XA0POMLIACTHOH IKCIIPECC HH TPAIICTEHOB ABIACTCS BHCOKH i BEIXON
HETEBEIX GEnKOB, T M03BOTAET CY WECTBENHO Y TPOCTHTS NPOCAYPY OUHCTKH PEKOMOHHAHTHOTO
GelIka, NOBICHTS CTereith IHCTOTH KOHEHORD NPOTYKT H y ICUICBHTS IOUECC IOH3BOICTEA PEKOMOH-
P ——

‘Hahi Gt 10y HeH 1 TPACTLAACTOMHHE PACTE I TA0AKS, SKCIpECcHpyioue retbi sppy-117w
$ppv-060, Komupyrouuie anmwrenmsie Genkot A27Lu LIR. PexonGunarmusie JIHK-soncrpysui conep-
ka7 npowoTop Prm, muzep T7g10, 5ppy-117 s sppy-060 res, repmnarop Trbel, n Goutn askaspo-
i nracrianoi JIHK 1s poeze s umereit o Mexrentiyio o6macts trafM/trmG xnopomnacrsoit

K.

o PexomGunaninie IHK-Korcpyxumm Geuih Bazestst s XioporsacTisiiresow rabasa (Nicotiana
tabacum L. cv. Petit Havana SR 1) 52 I0BEpXHOCTH 50710THX HACTHIL ¢ HCTIOIb30BaNHeM GHOBALTHCTH-
weckoit mymkw. Tparcrenos Guunnoxraepkacn IMIIP-awamsom npenapatos JIHK, punencmisix w3
yeroiiumm K crex oMy pacteii. Mo aeaytounsi OT-TTLP 1 becTeps-010r-ananis nokasann
IKCIIPE CCHIO TPAHCIEHOB H TPAI CKHIIHOHHON H TPAHC LU0 HOM YDOBHSX. PekonGHman THsie Geki
IKCIECCHPOBATHCS B TPAHCILTACTONHEIX PACTEHIEX Ha YPOBHE 1-2% 0T OGUIETO KOTHHEC TS PACTBOpH-
morodenka.

Ty Hibi HAMM FONOILTAC THHC TPA CTITACTOMHBE PACTE IS, b KICTRAX KOTOPHIX HADAGATH-
B10TCS GelTKH 0G0 104KH BDYCA OIS OBEL, MOFYT GHTS b ATbHEFLICH HCTIOTS30BA B KaeCTBE
ACIIEBOrO HETOMIH K Cy GbeAMHIHBX BAKILHI K STOMY BHPYCY. Pa3paGOTaHAS TEXHOIONS MO3BOASCT B
GyAyliien 1Oy TS e KOMOW Ha HTHIE GEIKI He TONBKO BETEPHHAPHOFO, ATAICKE MEHLMHCKOFO HASHZ-
e

/N 139
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STET MHHHCTPIT I TIPEJITPHSATHE HA TIPABE
“NITTBIK 3UHTKERIIK MEHIIIK XO3AACTBEHHOTO BEEHHS
HHCTHTYTHI WHAUHOHATHBIIT HHCTHTYT
LLAPYALIBUTBIK KYPIT3Y. MHTELIEKTYAALHOI COBCTBEHHOCTI
KYKbIFBIHJIATB] PECTIYBIHKAJILIK MUHHCTEPCTBA I0CTHLIAH
MEMJIEKETTIK KOCITIOPHbI PECIIVB/MKH KAJAXCTAH

Kopranin Tac sonu, 3 ruuapat, Ac

'« Kasacran PecnyGaua, 010000 wocee Kopraaon, wianwe 35, . Acrana, Pecnymmna Kasaxcrar, 010000

[hestien b e i kaz
Xar anacy keitze 31052018 Cranterosa T 3.

Ne2018/0361.1 erinimine cirreme Gepyxi cypafinis yn. Llarabyruroa, 125a, ks. 10,
TTpH nepeitiicke FIPOCHM CCHUITLCA Ha SAABKY r. Anvarsi, 050012

Ne2018/0361.1 o1 31052018 gulshanst@yahoo.com.

Wion 2018
U L

|\ Voedorsenue o nonoxcumesnn pesytomame opyanbnoit skcnepmisst

il v 1} )

. Laﬂeﬂmhm PITI (HUMCy ybemownser saspuTens o ToM, W10 OpMatbHaZ
cnieprisa 1o saspKe Ha H300perentic «CrIoCOs MOTYHEHIA TPAHCIIACTOMHEIX PacTeniiii,
HTeSUPYIOUIX aHTHTCHHbIH Geriok SPPV-A27L BHPYCa OCIIbI OBell» 3aBepiiea.

(21)  2018/0361.1
(22) 31052018

(71)  PecnyGamKanCKOE FOCYIAPCTBEHHOE MPCATIPHATHE HA MPaBe XO3HCTREHOTO BeIeHNS
"HHCTHTYT MOZIeKyAAPHOF GHOIOrH 11 GHOXMMHI et M.A. Alirxoxima”
Komrtera nayki MumHCTepeTsa oOpasosanks n naykit PecnyGmiki Kasaxcran (KZ)

(72)  Cranbexosa I'ynbman Ieenbexonna (KZ); belicenos Janmsp KavGaposny (KZ);
Hammpona Jlefina TumyposHa (KZ); Hexaxos byar KyraiiGeprerosirs (KZ)

Hasaas ik ynpasaenist K. Hexaxosa

Ixenepr M. Topexanos
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Грантовое финансирование (результаты за 2018 год)

	Полное наименование организации-исполнителя
	Номер гранта
	Вид исследо-ваний
	Наименование проекта
	Дата начала проекта
	Дата завершения проекта

	Республиканское государственное предприятие на праве хозяйственного ведения «Институт молекулярной биологии и биохимии им. М.А.Айтхожина» Комитета науки Министерства образования и науки Республики Казахстан 
	ИРН: AP05132066
	Прикла-дные
	«Разработ-ка техноло-гии экс-прессии рекомби-нантных антигенов вируса ос-пы овец в трансплас-томных растениях»
	01.02.2018
	31.10.2020

	Вид полученного результата

	- Образцы ДНК-конструкций, созданных на основе хлорпластного вектора pNT4, содержащих гены вируса оспы овец, кодирующих иммуногенные белки SPPV-А27L и SPPV-L1R;
- Растения-регенеранты, полученные после проведения трансформации методом биобаллистики сконструированными плазмидами.


	Патенты**

	Количество инновационных патентов или авторских свидетельств
	Количество казахстанс-ких патентов
	Количество евразийского патента
	Количество международных патентов ОЭСР
	Количество иных международных патентов
	Реализация патента

	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Внедрение результатов**

	Но-мер
	Наименование внедрения
	Тип внедрения (технология, стандарт, рекомендация, методика, другое)
	Место внедрения (за исключением организации-исполнителя)*

	-
	-
	-
	-

	Публикации** 

	Количество опубликованных докладов и статьи по результатам исследований на международных конференциях, имеющих импакт-фактор
	Количество опубликованных докладов и статьи по результатам исследований на региональных и местных конференциях

	1

	2

	Подготовка кадров

	Количество исполнителей, имеющих ученую степень

	3

	Количество зарубежных ученых, привлеченных к НИР

	-
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