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Отчёт 37 с., 3 рис., 1 табл., 51 источников, 3 прил.
BRUCELLA SPP., ПРОТЕКТИВНЫЕ БЕЛКИ, ВЕКТОРНЫЕ ВАКЦИНЫ, ВИРУС ОСПЫ ОВЕЦ, ПРОТИВОВИРУСНЫЙ ИММУНИТЕТ
Объектом исследований является вирус оспы овец Capripoxvirus. 
[bookmark: z70]Целью исследований являлось конструирование рекомбинантных штаммов вируса оспы овец, экспрессирующих протективные антигены Brucella spp., и изучение их иммунобиологических свойств.
При выполнении исследований использованы современные методы молекулярной биологии, генетической инженерии, вирусологии и иммунологии.
В результате исследований сконструированы плазмиды интеграции pIN-TK-omp16, pIN-TK-omp19, pIN-TK-SOD, pIN-TK-L7/L12, pIN-TK-IalB, и pIN-TK-omp19&SOD, позволяющие встроить в геном вируса оспы овец гены Brucella spp., кодирующих белки omp16, omp19, SOD, L7/L12. Плазмиды наработаны в препаративном количестве, проведена оценка качества полученных конструкций. На все конструкции составлены паспорта.
Для получения рекомбинантных штаммов проведена трансфекция плазмид интеграции в инфицированную вирусом оспы овец культуру клеток тестикулы ягненка. Проведены пассажи клеточных лизатов после трансфекции в селективных условиях. Установлено наличие транзиентной экспрессии в поксвирусной системе генов L7/L12, IalB, SOD и omp16. 
Область применения – медицинская /ветеринарная вирусология.
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[bookmark: _GoBack]Есеп 37 б., 3 сур., 1 кес., 51 әдебиет көздерінен, 3 қос. 
BRUCELLA SPP., ПРОТЕКТИВТІ БЕЛОКТАР, ВЕКТОРЛЫ ВАКЦИНАЛАР, ҚОЙ ШЕШЕГІ ВИРУСЫ, ВИРУСҚА ҚАРСЫ ИММУНИТЕТ
Зерттеу насаны қой шешегі вирусы Capripoxvirus.
Жұмыстың мақсаты Вrucella spp. протективті антигендерді экспрессиялайтын қой шешегі вирусының рекомбинантты штаммддарын құрастыру және олардың иммунобиологиялық қасиеттерін зерттеу болып табылады. 
Зерттеулерді жүзеге асыру барысында молекулярлық биологияның, генетикалық инженерияның, вирусология және иммунологияның заманауи әдістері қолданылды. 
Зерттеулер нәтижесінде қой шешегі вирусының геномына Вrucella spp. гендерін енгізуге мүмкіндік беретін негізгі шоғырлану плазмидалары pIN-TK-omp16, pIN-TK-omp19, pIN-TK-SOD, pIN-TK-L7/L12, pIN-TK-IalB және pIN-TK-omp19&SOD конструирлендірілді. Плазмидалар препаративті мөлшерде жинап алынды, алынған құрылымдардың сапасы бағаланды. Барлық құрылымдарға паспорттар жасақталынды.
Рекомбинантты штаммдарды алу үшін қой шешегі вирусымен жұқтырылған ТЯ жасуша өсіндісіне шоғырлану плазмидаларының трансфекциясы жүзеге асырылды. Телімді жағдайда трансфекциядан кейінгі жасуша лизаттарының пассаждары жасалынды. L7/L12, IalB, SOD және omp16 гендердің поксвирус жүйесінде транзиентті экспрессиясы анықталынды. 
Қолдану аймағы – медициналық /ветеринарлы вирусология
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В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими определениями, обозначениями и сокращениями:
Трансфе́кция – процесс введения нуклеиновой кислоты в клетки эукариот невирусным методом.
Рекомбинация – процесс обмена генетическим материалом путём разрыва и соединения разных молекул. 
ДНК		дезоксирибонуклеиновая кислота
ОРС		открытая рамка считывания
ПЦР		полимеразная цепная реакция
ТК		тимидинкиназа
ТЯ 		тестикула ягненка
gpt		ген ксантин-гуанин-фосфорибозилтрансферазы
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Наиболее экономически эффективным средством предупреждения распространения инфекционных заболеваний являются раннее выявление возбудителя, система оповещения и, конечно же, вакцинация. Развитие новых технологий при разработке вакцин направлены на повышение эффективности и безопасности  классических вакцин, инактивированных или на основе модифицированного живого вируса. Данные о вирусном геноме определяют возможные подходы использования вирусов в качестве вектора для доставки антигенов при разработке ветеринарных вакцин. Для индукции сильного противовирусного иммунитета необходим эффективный вектор. С этой целью используют вирусы разных семейств: поксвирусы [1, 2, 3], герпесвирусы [4, 5], аденовирусы [6, 7], ретровирусы [8, 9] и другие. В сравнении с другими вирусными векторами поксвирусы имеют ряд преимуществ: 
·  Это крупные вирусы, имеющие ДНК большого размера от 130 до 300 тысяч оснований. Они могут вместить до 25 тысяч оснований чужеродной ДНК [10], что позволяет экспрессировать несколько чужеродных генов, создавая поливалентные вакцины [1, 2].
·  Поксвирусы реплицируются в цитоплазме инфицированных клеток без интеграции в геном хозяина, что исключает потенциальную возможность инсерционного мутагенеза. Поксвирусы не онкогенны.
·  Поксвирусы могут быть использованы в двух разных подходах при разработке вакцин. Первый подход основан на репликации аттенуированного штамма вируса в пермиссивном организме-хозяине. Реплицируемые поксвирусные векторы могут индуцировать длительный иммунитет после однократного введения, а также  активировать как гуморальный, так и клеточный иммунитет в зависимости от промотора, контролирующего экспрессию иммуногена. Второй подход основан на том, что поксвирус входит в клетки непермиссивного хозяина и экспрессирует большинство кодируемых белков, включая целевые трансгены без образования инфекционного вируса. Нереплицируемые вирусы безопасны, однако для индукции протективного иммунного ответа может потребоваться  более одного введения вакцины. 
· Реплицируемые и нереплицируемые рекомбинанты способны индуцировать сильный гуморальный и клеточный иммунный ответ.
· Легко получить стабильный рекомбинант.
· Исключительная термическая стабильность.
Возможность использования поксвирусов в качестве векторов для экспрессии чужеродных генов была впервые показана в 1982 году на примере вируса осповакцины [11]. Первый рекомбинантный штамм вируса осповакцины, использованный в полевых условиях был штамм Копенгаген, экспрессирующий поверхностный гликопротеин вируса бешенства [12]. С тех пор было сконструировано большое количество штаммов вируса осповакцины для экспрессии антигенов разнообразных патогенов [13, 14]. 
Использование дикого вируса осповакцины может привести к нежелательным последствиям в организме животного, поэтому были разработаны высоко аттенуированные векторные штаммы вируса осповакцины, репликация которых в клетках животных ограничена или отсутствует [15, 16]. На их основе был также разработан ряд рекомбинантных вирусов экспрессирующих антигены вирусов животных [17, 18].
Аттенуированные поксвирусы животных были использованы как репликативные рекомбинантные вакцины для пермиссивных видов. Среди них каприпоксвирусы, поскольку они имеют ограниченный круг восприимчивых животных. Аттенуированный штамм вируса бугорчатки (Lumpy skin disease virus) был использован для экспрессии H и F генов вируса чумы крупного рогатого скота и защищал животных и от чумы, и от бугорчатки [19]. Рекомбинантный вирус бугорчатки, экспрессирующий гликопротеид вируса бешенства, индуцировал как клеточный, так и гуморальный иммунитет у крупного рогатого скота [20]. Также было показано, что в отсутствии репликации в организме мышей и кроликов такой рекомбинант обеспечивал защиту животных от инфицирования бешенством [21]. 
Поксвирусы птиц также были использованы в качестве векторов при разработке вакцин. Рекомбинантный вирус оспы птиц был использован для экспрессии гемагглютинина вирусов гриппа H5 и H7 [22, 23], вирус оспы голубей – F гена вируса болезни Ньюкасла [24] и других антигенов вирусов птиц. Широко используется в качестве нерепликативного вектора для экспрессии антигенов вирусов животных штамм ALVAC вируса оспы канареек. На сегодняшний день на его основе разработаны и лицензированы вакцины для домашних животных и лошадей. RECOMBITEK CDV PUREVAX FDV используется для профилактики чумы плотоядных у собак и хорьков [25], RECOMBITEK equine WNV – для профилактики лихорадки Западного Нила у лошадей [26]. Также в качестве векторов были использованы рекомбинантный вирус оспы енотов [27, 28], рекомбинантный вирус оспы свиней для защиты поросят от псевдобешенства (болезни Ауески) [29], против свинного цирковируса второго типа [30].  
Научная новизна проекта. Вирус оспы овец будет впервые использован для экспрессии протективных белков бруцелл. При этом будут использованы экспрессионные кассеты, включающие несколько встраиваемых генов или эпитопов, позволяющие получить уникальную вакцину против бруцеллеза животных и человека. Такая вакцина позволит не только обеспечить высокую иммуногенность и протективность (за счет индукции как клеточного, так и гуморального иммунного ответа на протективные антигены), но и будет полностью безопасна, благодаря делеции ряда генов вирулентности вируса оспы овец.
Значимость проекта. Реализация проекта в перспективе позволит разработать эффективные безопасные противобруцеллезные вакцины, что будет способствовать эпизоотическому благополучию в республике, успешной реализации целого ряда целевых программ развития животноводства, направленных на обеспечение качественной животноводческой продукцией как внутреннего, так и внешнего рынков. Кроме того, выполнение будет способствовать формированию высококвалифицированных специалистов в области биотехнологии, вирусологии, ветеринарной иммунологии и инфекционной патологии животных, развитию современной биотехнологической промышленности.
Основной целью проекта является конструирование рекомбинантных штаммов вируса оспы овец, экспрессирующих протективные антигены Brucella spp., и изучение их иммунобиологических свойств.
Задачи отчетного периода:
- конструирование плазмид интеграции;
- получение рекомбинантных штаммов вируса оспы овец (этапы трансфекции и селекции).
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Бруцеллез – опасное инфекционное заболевание животных и человека. Возбудителем инфекции являются грамотрицательные, неспорообразующие, факультативные, внутриклеточные бактерии рода Brucella шести видов: В. melitensis, В. abortus, В. suis, В. neotomae, В. canis и В. ovis, три из которых являются патогенными для человека: возбудители бруцеллеза мелкого крупного рогатого скота (B. melitensis), крупного рогатого скота (B. abortus) и свиней (B. suis). Источником инфекции и естественным резервуаром являются больные парнокопытные животные [31].
Бруцеллез продолжает оставаться важной проблемой здравоохранения, пока существуют естественные резервуары. В настоящее время для профилактики бруцеллеза у животных используют живые аттенуированные вакцины на основе штаммов S19 [32] и RB51 [33], главным недостатком которых является их вирулентность для человека [34, 35]. Тем не менее, программы иммунизации животных должны проводиться, чтобы снизить заболеваемость людей. В США для искоренения бруцеллеза программа иммунизации включала вакцинацию не инфицированных животных и забой инфицированных животных [36, 37]. В Казахстане ежегодно проводится обследование животных на бруцеллез, больных животных изолируют и отправляют на убой, из-за высокой вирулентности вакцины не используют. Однако, такой подход не может применяться в странах, которые не в состоянии обеспечить реституцию скота или удаление зараженных животных из-за культурных убеждений.
Следует также отметить, что природный резервуар Brucella spp. расширяется за счет проникновения в дикую фауну [38, 39]. Восприимчивыми к B. abortus являются американский бизон (Bison bison) и лось (Cervus elaphus) [40], которые являются природным резервуаром в дикой фауне [41, 42].  Контроль за распространением инфекции в дикой фауне весьма ограничен, и в конечном итоге постоянно существует вероятность заражения домашних животных и человека. Отсутствие надежных средств лечения и профилактики данного заболевания, а также простота распространения в виде аэрозоля вызывает тревогу за незаконное использование возбудителя [43, 44]. 
В связи с этим, разработка эффективных вакцин против бруцеллеза для животных и человека является приоритетной задачей. Вакцины должны быть безопасными как для целевых домашних и диких животных, так и для человека. Вакцины должны вызывать долгосрочную защиту от инфекции у значительной части животных и предотвращать колонизацию и сероконверсию после контакта с вирулентными полевыми штаммами. Поскольку механизм формирования иммунного ответа неизвестен, важно, чтобы вакцины в процессе развития индуцировали как клеточный, так и гуморальный иммунный ответ.  
Вопрос о выборе антигенов достаточно сложен. В настоящее время выявлено по меньшей мере 14 защитных белков Brucella (таблица). Более того, вакцины, основанные на протективных белках могут быть эффективны для нескольких видов Brucella из за гомологии генов > 94 % генов среди видов Brucella [45].

Таблица – Защитные антигены Brucella, проверенные экспериментально
	Обозначение
	Локус
	Описание
	Локализация
	Ссылка (PMIDs)

	BLS
	CAA86936
	Brucella люминазинсинтаза
	Цитоплазма 
	11953389

	L7/L12
	BRURPL712X
	Рибосомальный белок L7/L12
	Цитоплазма 
	8873388

	P39
	ABM67295
	Углеводсвязывающий 39-kDa белок
	Периплазма
	11447155

	Bfr
	BAB2_0675
	Ферритин: бактериоферритин
	Цитоплазма
	11447155

	Bp26
	BMEI0536
	Периплазматический иммуногенный белок
	Периплазма
	17239499

	DnaK
	BruAb1_2100
	Молекулярный шаперон DnaK
	Цитоплазма
	17686554

	IalB
	BMEI1584
	Инвазивный белок B
	Цитоплазматиче-ская мембрана
	17049676

	Omp16
	BAB1_1707
	Белок внешней мембраны MotY
	Внешняя мембрана
	18981242

	Omp19
	BAB1_1930
	Липопротеин  Omp19
	Внешняя мембрана
	18981242

	Omp25
	BMEI1249
	25 kDa предшественник иммуногенного белка внешней мембраны 
	Внешняя мембрана
	18981242

	Omp31
	BAB1_1639
	OmpA-подобный трансмембанному домену
	Внешняя мембрана
	17014873

	SodC
	BAB2_0535
	Cu/Zn супероксиддисмутаза
	Периплазма
	15039330

	SurA
	BAB1_0706
	Пептидилпролил-цис-транс-изомераза
	Периплазма
	17686554

	Tig
	BMEI1069
	Триггерный фактор
	Цитоплазма
	17239499




Исследовательской группой проекта накоплен огромный опыт работы с поксвирусами. Определена нуклеотидная последовательность ряда поксвирусов, проведен сравнительный анализ геномов всех видов ортопоксвирусов, что позволило выявить беспрецедентный по сравнению с вирусами других семейств набор генов, белковые продукты которых эффективно модулируют многочисленные защитные функции организма хозяина. Учеными НИИПББ проведены исследования по разработке векторной противобруцеллезной вакцины на основе гриппозного вектора. В результате были получены рекомбинантные штаммы вируса гриппа, экспрессирующие белки SodC, Omp19, Omp16 и L7/L12 [46], дана оценка иммуногенности и протективности разработанной векторной вакцины [47, 48]. Генетическая нестабильность вируса гриппа диктует необходимость поиска альтернативного вектора. В рамках проекта грантового финансирования ГФ4/1071 «Каприпоксвирус как универсальный вектор для разработки вакцин против инфекционных заболеваний» исследовательской группой были получены базовые плазмиды интеграции для рекомбинации генома вакцинного штамма «НИСХИ» вируса оспы овец по двум локусам [49] и рекомбинантные штаммы вируса, экспрессирующие зеленый флуоресцирующий белок в клетках пермиссивных и непермиссивных хозяев.
На первом этапе реализации проекта сконструированы плазмиды интеграции pIN-TK-omp16, pIN-TK-omp19, pIN-TK-SOD, pIN-TK-L7/L12, pIN-TK-IalB и pIN-TK-omp19&SOD, позволяющие встроить в геном вируса оспы овец гены Brucella spp., кодирующих белки omp16, omp19, SodC, L7/L12 и IalB. Плазмиды были трансфицированы в инфицированную вирусом оспы овец культуру клеток тестикулы ягненка (ТЯ). Проведены пассажи клеточных лизатов после трансфекции в селективных условиях.
[bookmark: _Toc496091352][bookmark: _Toc527542424]2 Материалы и методы
[bookmark: _Toc496091353][bookmark: _Toc527542425]2.1 Вирусы, клетки
В работе использовали вирус оспы овец, штамм «НИСХИ», который реплицировали в первичной культуре клеток ТЯ.
При конструировании рекомбинантных плазмид использовали клетки E.coli ТОР10. 
[bookmark: _Toc496091354][bookmark: _Toc527542426]2.2 Амплификация нуклеотидных последовательностей
Амплификацию нуклеиновых последовательностей вируса оспы овец проводили методом ПЦР в объеме 50 мкл: 5 мкл 10× буфера, 1 мкл 10 мМ смеси дНТФ, по 1 мкл прямого и обратного праймеров, 2,5 U Taq-полимеразы, 1 мкг вирусной ДНК, воды до 50 мкл. Температурный режим: 95  – 5 мин; 30 циклов 95 – 30 с, 50  – 1 мин, 72  – 1 мин; 72  – 10 мин.  
[bookmark: _Toc527542427]2.3 Модификация нуклеотидных последовательностей
Обработку ДНК ферментами рестрикции, лигирование проводили по стандартным методикам [50].
[bookmark: _Toc464721979][bookmark: _Toc496091356][bookmark: _Toc527542428]2.4 Трансфекция инфицированных вирусом оспы овец клеток ТЯ плазмидной ДНК
Монослой клеток ТЯ отмывали средой без сыворотки (ПСП-0), инфицировали вирусом с множественностью заражения 0,1 БОЕ на клетку, выдерживали 4 ч при 37 ºС, вновь дважды отмывали средой без сыворотки и проводили трансфекцию рекомбинантной плазмидой интеграции с использованием липофектамина (Invitrogen, США). Для этого 2 мкл плазмиды в концентрации 1 мкг/мкл смешивали с 10 мкл липофектамина в концентрации 1 мг/мл, дабавляли 0,3 мл среды ПСП-0, выдерживали 20 мин при комнатной температуре, затем добавляли 1 мл среды ПСП-0, содержащей ксантин (250 мкг/мл), гипоксантин (15 мкг/мл) и микофеноловую кислоту (25 мкг/мл) и наносили на монослой. Через 5 часов клетки проводили смену среды, вносили ПСП-2, содержащую 2 % фетальной сыворотки КРС, ксантин (250 мкг/мл), гипоксантин (15 мкг/мл) и микофеноловую кислоту (25 мкг/мл).
[bookmark: _Toc464721980][bookmark: _Toc496091357][bookmark: _Toc527542429]2.5 Селекция и скрининг рекомбинантных вирусов оспы овец
Селекцию рекомбинантных вирусов проводили путем 2-3 кратного пассирования трансфицированного клеточного лизата в культуре клеток ТЯ в присутствии селективной химии. 
[bookmark: _Toc371006443][bookmark: _Toc403067450][bookmark: _Toc527542430]2.6 ДСН-ПААГ-электрофорез и иммуноблот
Электрофоретическое разделение белков проводили в 15 % ДСН-ПААГе. Для визуализации белков использовали окрашивание Coomassie G-250 или иммунодетекцию. Для иммунодетекции белки переносили на нитроцеллюлозную мембрану и детектировали с помощью поликлональных антител к рекомбинантным белкам. Нитроцеллюлозный блот блокировали в течение 1 ч при комнатной температуре в буфере (ББ: 150 мМ NaCl, 20 мМ трис-HCl, pH 7,5, содержащем 5 % обезжиренного сухого молока). Затем блот инкубировали с первичными (специфическими) антителами в течение 1 ч при комнатной температуре, и вторичными антителами, меченными щелочной фосфатазой при тех же условиях. После чего проявляли добавлением субстрата BCIP/NBT. 
[bookmark: _Toc496091364][bookmark: _Toc527542431]3 Результаты исследований
[bookmark: _Toc496091366][bookmark: _Toc527542432]3.1 Конструирование плазмид интеграции для встройки генов Brucella spp. в состав генома вируса оспы овец
Плазмиды интеграции для встройки генов бруцелл в геном вируса оспы овец конструировали на основе базовой плазмиды pTKbase для рекомбинации генома вируса оспы по тимидинкиназному локусу, полученной нами ранее в рамках проекта грантового финансирования 0115РК01977 (1071/ГФ4). Физическая карта данной плазмиды представлена на рисунке 1. 

[image: ]
ori- старт репликации плазмидной ДНК, APr – ген устойчивости к ампицилину, P(BLA) - промотор, P7.5K - промотор, gpt – ген ксантин-гуанин-фосфорибозилтрансферазы, TK-L – левое плечо тимидинкиназного локуса вируса оспы овец, TK-R – правое плечо тимидинкиназного локуса вируса оспы овец, pS – синтетический ране-поздний поксвирусный промотор

[bookmark: _Toc496091380]Рисунок 1 – Карта базовой плазмиды интеграции для рекомбинации генома вируса оспы овец по локусу тимидинкиназы

Последовательности ДНК, кодирующие целевые гены omp16, omp19, SOD и L7/L12 Brucella spp., были получены нами ранее в рамках проекта 0112РК01018 НИР «Бруцеллез крупного рогатого скота: мониторинг эпизоотологической ситуации, разработка средств диагностики и профилактики» на 2012-2014 годы. Дополнительно были проведены эксперименты по получению последовательности гена IalB, которая была амплифицирована с геномной бактериальной ДНК. 
Для получения плазмид интеграции, позволяющих встроить в геном вируса оспы овец гены Brucella spp., последовательности целевых генов были субклонированы в базовую плазмиду интеграции по сайтам NcoI и NotI (или BglII). В результате было получено                    6 конструкций: pIN-TK-omp16, pIN-TK-omp19, pIN-TK-SOD, pIN-TK-L7/L12, pIN-TK-IalB, и pIN-TK-omp19&SOD. Корректность конструкций была подтверждена секвенированием и рестрикционным анализом (рисунок 2). Как видно на рисунке 2, полученные конструкции содержат фрагменты ДНК расчетных размеров (см. карты плазмид в паспортах). Следует отметить что при обработке рестриктазами PstI и SphI плазмиды pIN-TK-omp16 образовались дополнительные фрагменты из-за наличия сайтов рестрикции для SphI в последовательности гена omp16. На все генетические конструкции составлены паспорта (ПРИЛОЖЕНИЕ В).
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М – маркер размера фрагментов ДНК, 1 – базовая плазмида интеграции pIN-TKsppv       (108 п.о.), 2 – pIN-TK-L7/L12 (518 п.о.), 3 – pIN-TK-IalB (576 п.о.), 4 – pIN-TK-omp16 (623 п.о.), 5 – pIN-TK-omp19 (624 п.о.), 6 – pIN-TK-SOD (623 п.о.), 7 – pIN-TK-omp19&SOD (1035 п.о.)

Рисунок 2 – Рестрикционный анализ плазмид интеграции обработанных ферментами PstI и SphI

[bookmark: _Toc527542433]3.2 Получение рекомбинантных штаммов вируса оспы овец
В отчетный период начаты работы по получению рекомбинантных штаммов вируса оспы овец, экспрессирующих антигенные белки Brucella spp. С этой целью проведена трансфекция плазмид интеграции в инфицированную вирусом оспы овец культуру клеток ТЯ. Клеточные лизаты после трансфекции пассировали в селективных условиях. Проведено по 3 пассажа для каждого варианта. Исследования в данном направлении продолжаются. Далее будет проведено клонирование полученных вирусов для отбора рекомбинантных вариантов.
Также были проведены исследования по оценке транзиентной экспрессии генов omp16, SodC, L7/L12 и IalB в поксвирусной системе. С этой целью монослой трансфицированных клеток механически снимали с поверхности, лизировали и анализировали методом иммуноблота (рисунок 3). Для детекции использовали специфические сыворотки к бактериально-экспрессированным целевым белкам, полученные на кроликах.
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А – белок OMP16; Б – белок SOD; В – белок L7/L12; Г – белок IalB. М – маркер молекулярного веса белков. 1, 6 – бактериально-экспрессированный белок (положительный контроль); 2, 7 – лизат клеток ТЯ, инфицированных вирусом оспы овец (контроль вируса); 3, 8 – среда культивирования инфицированных вирусом оспы овец клеток ТЯ через 48 ч после трансфекции соответствующей плазмиды интеграции; 4, 9 – лизат инфицированных вирусом оспы овец клеток через 48 ч после трансфекции соответствующей плазмиды интеграции; 5, 10 – лизат клеток ТЯ (контроль клеток). 1-5 – специфическая сыворотка к рекомбинантному белку; 6-10 – нормальная сыворотка. 

Рисунок 3 – Иммунодетекция транзиентной экспрессии целевых белков в поксвирусной системе

Как видно из рисунка 3, трансфекция полученных генетических конструкций в инфицированную вирусом оспы овец культуру клеток ТЯ обеспечивает транзиентную экспрессию целевых генов на трансляционном уровне. Следует отметить, что белки L7/L12 и IalB накапливаются только в клетках (рисунок 3В, Г, линия 4), тогда как OMP16 и SOD детектируются как в клетках, так и в среде культивирования (рисунок 3А, Б, линии 3, 4). Это может быть связано с секрецией белков из клетки или с разрушением клеток из-за токсичности данных белков. В процессе бактериальной экспрессии белки L7/L12 и IalB были в растворимой фракции, а OMP16 и SOD формировали включения [51]. Разница в молекулярной массе белка IalB экспрессированного в бактериальной и поксвирусной системах связана с наличием дополнительных пептидных последовательностей на N- и С-конце аминокислотной последовательности в бактериальном экспрессирующем векторе (рисунок 3 Г, линии 1 и 4). 
[bookmark: _Toc403067507][bookmark: _Toc527542434]4 Обобщение и обсуждение результатов
Одним из важных достижений технологии рекомбинантых ДНК является возможность интеграции чужеродных генов в вирусные геномы. Это позволяет использовать вирусы в качестве векторов для доставки антигенов. Одним из первых вирусов, на примере которого была показана возможность такой замены без потери жизнеспособности рекомбинантного вируса, был вирус осповакцины. В настоящее время в качестве векторов используют также вирус гриппа, аденовирусы и др. Потенциальными векторами являются многие ДНК-содержащие вирусы, реплицирующиеся в ядре или цитоплазме. Первые во многих случаях могут быть интегрированы в клеточную ДНК, что может привести к персистенции вируса и клеточной трансформации. Этот факт – хороший аргумент в пользу выбора «цитоплазматических» вирусов, таких как вирусы оспы, которые являются наиболее крупными вирусами животных. 
В рамках данного проекта будут получены рекомбинантные вирусы оспы овец, в геном которых будут интегрированы гены, кодирующие протективные белки бруцелл. В работе будет использован аттенуированный вирус оспы овец, штамм «НИСХИ», который длительное время используется для изготовления живой вакцины. Выбор протективных белков бруцелл основан на литературных данных, а также на результатах исследований, полученных учеными НИИПББ. 
На первом этапе реализации проекта сконструированы плазмиды интеграции pIN-TK-omp16, pIN-TK-omp19, pIN-TK-SOD, pIN-TK-L7/L12, pIN-TK-IalB. Данные плазмиды обеспечат интеграцию в вирусный геном одного из целевых генов. Конструкция pIN-TK-omp19&SOD кодирует рекомбинантный белок, представляющий собой соединенные линкером из 6 аминокислот (GGGGSS) белки omp19 и SOD. Использование данной конструкции позволит встроить в вирусный геном одновременно два гена кодирующих протективные белки. 
Полученные плазмиды были трансфицированы в инфицированную вирусом оспы овец культуру клеток тестикулы ягненка. На данном этапе методом иммунодетекции установлена транзиентная экспрессия целевых генов omp16, SOD, L7/L12 и IalB на трансляционном уровне. Для увеличения популяции рекомбинантных вирусов проведены 3 пассажа клеточных лизатов после трансфекции в селективных условиях. Работы по получению рекомбинантных вирусов будут продолжены. На следующем этапе будет проведено клонирование и отбор рекомбинантов.
Запланированные на отчетный период работы выполнены в полном объеме. В ходе выполнения работ по проекту подготовлена обзорная статья «Рекомбинантные каприпоксвирусы», которая будет передана для публикации до конца текущего года.
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На основании результатов проведенных исследований можно сделать следующие выводы:
1 Получены 6 генетических конструкций для интеграции в геном вируса оспы овец генов Brucella spp.: pIN-TK-omp16, pIN-TK-omp19, pIN-TK-SOD, pIN-TK-L7/L12, pIN-TK-IalB и pIN-TK-omp19&SOD.
2 Генетические конструкции после препаративной наработки соответствуют паспортным характеристикам (ПРИЛОЖЕНИЕ В).
3 Генетические конструкции трансфицированы в инфицированную вирусом оспы овец культуру клеток ТЯ. Проведена селекция рекомбинантных вирусов.
4 Установлена транзиентная экспрессия генов omp16, SOD, L7/L12 и IalB на трансляционном уровне в поксвирусной системе 
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Список опубликованных работ
1 Рекомбинантные плазмидные ДНК pINT-TKsppv и pINT-RRsppv, обладающие способностью интегрироваться в геном вируса оспы овец: п № 33028 РК, МПК C12N 15/09 (2006.01), C12N 15/11 (2006.01), C12N 15/70 (2006.01), A61K 39/285 / Червякова О.В.; Строчков В.М.; Султанкулова К.Т.; Сандыбаев Н.Т.; Сансызбай А.Р.; Заявитель РГП на пхв НИИПББ КН МОН РК, заявка №2017/0255.1 от 10.04.2017; опубл. 20.08.2018 // Промышленная собственность. Официальный бюллетень. – 2018. - № 31
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OMP16; 2,7 — Bupyc SPPV; 3,8 — HagocaoK KNeTok;
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«WVeserinary Imminology and Immunopathologyy, «Research in Veterinary Sciencen, (The Vetrinary
Jousmal (Scops), coxaa KA a wiOBpeTCHHE,
24 Tatewocnocobuocrs: wcorss
25 Haysso-rexsurccio ypovens (1omusia): BUpYE 0G4 0bel OYAeT Bposie HCrOTSS0Bal
478 WCTpecCHH MPOTEKTHARASK GETK09 GPYIERA, 4TO TIOTBONT N0 TS YHMKATEYIO BEETOPHYIO
BRIy FPOTH SRR RGO 1 HeR00CK.
26 Wononssosaine ayso-rexsiaseckol IpOTYKUNN OEYUESTBIRETCR:  Jakasuikon
Henonmesew.
2.7 Bu wcnonsaoasns pesyraraa vayot 1 (1) Hayo-TexuseCkoll AeSTenLHOCTH
er n pekoNGHITHAG WTRNMS SHpYEA oo OB€l
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HBCHOPT IJIa3sMHIbI

pIN-TK-L7/L12

Ten L7/L12 Gs1 avmmbrumposan ¢ rerommoil JHK Brucella spp u xioruposas 8 pIN-TK-SPPV 1o
caiitav  Ncol-Bglll. KOHCTPYKUHS ~TNpOBepeHa  CoKBCHMpOBaHHeM, BRUBICHO  100%  COOTBeTCTBHE
TIOCTIeI0BATeTLHOCTH BCTPOEHHOTO TeHa.

Berpoenmsit ren: 7/L12

Pasnep resa: 459 bp

Tlokyc 1 Betpansarus:  Trvmmmmkarasa (TK), SPPV066

Basossiii BeKTOp: PIN-TK-SPPV (ampR)

Ilravns: E. coli TOP 10

CaffTel KTOHHPOBARHS: Neol-Bglll

Tlpmesanse: IIPOBEPATS CKESHHPOBAHHEM IOCIIE KAKOTO CYCKIOHHPOBAHHA H

1mara TpaHcOpMalHH

TK-L 423-1145
TK-R 1676-2615

pIN-TK-L7/L12

Bolll (1170)

4855bp L7/L12  1159-1617
~ HiseTaq 1588-1605
L7L2
L pS 1624-1663
ps Apr 3798-4655
) A Neol (1615) ORI 3036
ORI Pst1(1669)
T TKR
PeCTPHKIHOHHAA KapTa ITa3MHIB
Al
e
=
= 1-1kb mapkep
= 2-mnasmuzgHas [IHK obpaboransas pecrpuxrasamu Ncol-Bglll

TToce0BaTeNEHOCTE BCTPOEHHOIO IF'eHa
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HBCHOPT IIa3MHIbI
pIN-TK-TalB(N)

Ten JalB Geu1 avmmadrumposas ¢ renovmoii JHK Brucella spp u xiornposar B pIN-TK-SPPV 1o cafitay

Neol-Notl. KoHCTpYKIHA NpOBepeHa CeKECHHPOBGHHEM, BEUBICHO 100% COOTBETCTBHE MOCTEIOBATSTBHOCTH
BCTPOGHHOTO reHa.

Berpoenmsi ren: IalB

Pasnep resa: 498 bp

Tokyc 11 Betpansarus:  Tavmammkarasa (TK), SPPV066

Basossiii BeKTOp: PIN-TK-SPPV (ampR)

Ilravos: E. coli TOP 10

Caiter k1ommposarms:  Neol-Notl

Tlpmvesanse: IIPOBEPATS CEKBSHHPOBAHHEM IOCIE KAKIOTO CYOKIOHHPOBAHHA H

mara Tpascopatn

BcoRIG)

APr BamH1 (418)
TK-L
TK-L 423-1145
plN—TK—Iba\B(N) S TK-R 1734-2673
asdp TalB 1177-1675
e pS 1682-1721
s Apr 3856-4713

/ Neol (1673 ORI 3094
ORI Pt (i727)
% o1 Gza
Hindill (2675) TKR

PecTpHKITHOHHAA KapTa ILTa3MHIBI
M1 2

M-1kb mapkep
1- 6azoBas wiasMuAa
1-nasmuanas THK o6paGorannas pectpikTazamu PstI-Sphl

TToce10BaTeIbHOCTE BCTPOEHHOTIO I'eHa

o
1101 TGATARAKTT ATGAATTTCG ACATTATAGG TATAGATGAA GGGCAGCATG CAGAAAAATT AATTAATTAG ATCTGCGGCC GCACTAGTGA TTACGGTCGA
ACTATTTTAA TACTTAAAGC TGTAATATCC ATATCTACTT CCCGTCGTAC GTCTTTTTAA TTAATTAATC TAGACGCCGG CGTGATCACT ANTGCCAGET
T 0L 6 4. C LN A VERGTEAFQG NLEGNRLARGACERSA RGO
1201 CCTTGGTCAA TGCCTGAATG CGGTCGAGCG CGGCACCGAA GCCTTTCAGG GAAKTCTTGA AGGCAACCGG TTGGCTCGGG CTGAGCGCCG TCGTGGTGAC
GGAACCAGTT ACGGACTTAC GCCAGCTCGC GCCGTGGCTT CGGAMGTCC CTTTAGAACT TCCGTTGGCC AACCGAGECC GACTCGCGGE AGCACCACTG
% 1 0 A G AG Fan s 5L L @ 1 € ANV A GEAALRG A GG E GEVY
1301 ATTGATGCTG GTGCCGGATT TCAGCGEAGE AGCCTGCTTG GCATCGAAGE TCACTGGCGC GAGGCAGCCC TGCGGCAGGC GGGTGGAGAA GGTGAGGTTT
TAACTACGAC CACGGCCTAA AGTCGCGTCG TCGGACGAAC CGTAGETTCG AGTGACCGCG CTCCGTCGGG ACGCCGTCCG CCCACCTCTT CCACTCCAMM
¥ VP % G VI N LRERG AL K1 & T EAMN TGN T Y NFRARAG DR
1401 GGCCCAGCGG TGTCATCAAT CTTGAGCGAG GCGCCCTTGG CAAGATCAAG ACCGAACGGC ATCAGCAACA CACCGTCAAC TTTGCCGCCG GCGACGTTGE
CCGGGTCGCC ACAGTAGTTA GAACTCGCTC CGCGGGAACC GTTCTAGTTC TGGCTTGCCG TAGTCGTTGT GTGGCAGTTG ARACGGCGGC CGETGCAACG
TAG L G 5 AN * LA G LG A ALLL T H WA AGCC I L L ALATGRRAG
1501 GCAGCTCGGC AGTCAGAACG CGCTGGCCGG TCTGGGCGCT GCTTTGCTCC TGACGCATCA CGCAGGCTGT TGTATCCTTC TGCGACTGGE AAGACACGGT
CGTCGAGECG TCAGTCTTGE GCGACCGGCC AGACCCGCGA CGAAACGAGG ACTGCGTAGT GCGTCCGACA ACATAGGAAG ACGCTGACCG TTCTGTGECA
et
2 P YL 1 GF L GG A CsA G a6 G - | - kA "W
1601 CCAGTCCTGA TAGGTTTCCT GCAAGGTGCT TGCTCCGGGG GGCAGGGAGG CTAGATCTAG ARATCCCGCG GCCATGGTGG CTATTTATAT TCCAMMAAAA
GGTCAGGACT ATCCAAAGGA CGTTCCACGA ACGAGGCGGE CCGTCCCTCC GATCTAGATC TTTAGGGCGC CGGTACCACC GATAAATATA AGGTTTTTTT
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ITacnopT miIa3MuaAbI
pIN-TK-OMP16

Ten ompl6 Geut avmaGHUEPOEaK ¢ reHommoi JHK Brucella spp u kiommposan B pIN-TK-SPPV 1o
caifta  Ncol-Notl. ~KOHCIPKIHA ~TpOBSpeHa  COKBOHHPOBamHSM, BBBICHO  100%
TIOCTIeI0BATeTLHOCTH BCTPOEHHOTO TeHa.

Berpoenmsii ren:

Pasyiep rena:

ompl6
564 bp

Tlokyc 1 Betpansarus:  Tavmmmmkarasa (TK), SPPV066

Basossiii BeKTOp:
Ilravns:

PIN-TK-SPPV (ampR)
E. coli TOP 10

CalfTEl KTOHHPOBAHHA: Neol-Notl
Tlpnvesante: TIPOBEPATE CeKBEHHPOEAHHEM IOCTE Ka/KIOT0 CyOKIOHHPOBAHHS H
1mara TpaHcOpMalHH
eoR1Gs7)

APr,

P

Smatlss

BamHI(418)
KL

TK-L 4231145
TK-R  1781-2720
OMP16  1159-1722
it pS 17291768
Apr 3903-4760
) ORI 3141

Fstrg7a)

NowrGus77)

PIN-TK-OMP16
4960 bp

sHinaut Gayaa)

PecTpukiuonHas KapTa IIa3MHIBL
M1 2

M-1kb mapkep
1- GasoBas mIa3MHAA

TToce0BaTeNEHOCTE BCTPOEHHOIO IF'eHa

COOTEETCTEHE

1-nnasmuzHzas JIHK ob6paborannas pecrpukrasamu Pstl-Sphl
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ITacnopT miIa3MuaAbI
pIN-TK-OMP19

Ten ompl9 Geut avmaGHUEpoBan ¢ reromoft THK Brucella spp w xionnposan B pIN-TK-SPPV 1o
caiitav  Ncol-Bglll. KOHCTPYKUHS ~TNpOBepeHa  CoKBOHMpOBamHeM, BRUBIcHO  100%  coOTBeTCTBHE
TIOCTIeI0BATeTLHOCTH BCTPOEHHOTO TeHa.

Betpoenmsii ren: ompl9

Pasnep resa: 561bp

Tokyc a1 etpansarus:  Tavmmmmkamasa (TK), SPPV066

Basossiii BeKTOp: PIN-TK-SPPV (ampR)

Ilravne: E. coli TOP 10

CafiTEl KIOHHPOBARHA: Neol-Bglll

Tlpmvesanse: IIPOBEPATS CKBCHHPOBAHHEM IOCTE KAKOTO CYOKIOHHPOBAHHA H

mara TpascopMatn

ZeoRIGeT)
APT “BamHI(418)
T®L

s TK-L 4231145
PINSTIGOMRL? TK-R  1782-2721
el OMP19  1163-1723
—omps pS 1730-1769
bs Apr 3904-4761
A oot zan) ORI 3142

ORI P1G779)

sindm (72 KR

Pecx‘p}na.uwm—xaﬁ KapTa IUTasMHIbI
M1 2
i

M-1kb mapkep
1- 6asoBas mIa3MHAA
1-nnasmuzsas JIHK ob6paborannas pecrpukrasamu Pstl-Sphl

TToce10BaTeIbHOCTE BCTPOEHHOIO I'eHa

1101 TOATAMAKTT ATGAKTTTCG ACATTATAGS TATAGATOAR GOGCAGCATS CAGAKAAKTT ANTTAKTTAG ATCTGCGEGK CAGEOTEACG GCETGCCEoE
ACTATTTTAA TACTTARAGE TGTAATATCC ATATCTACTT CCCOTCGTAC GTCTTTTTAA TTAKTTANTC TAGACGCGET GTCGOAGTGC COGACGGCG
1201 CGOTIGTETG GCEATCOAG CGGCCETTC CTGAMGANTA GAGCGAGGEA ACCOTACCGE CGTTCGEATC GTAAAGIACG AGTTGCTTGE CATTOACGSE

GGTCCTCCGT TCTAKTCGOT CAAGTOGCCC COTCOCOTCG CCCGOACGEG CTATCGOGAC CGOTATAAAC CAGACGCCGE AGCGCTAGAA COTCOAGACT.
1901 CCACCAAGCG AGGCGTTCCK GACGCEAGEE ACGOEGCGE GCOTCAGIT COGTGCGAT GEAGGEGGEA GOCTTOCGAC CTOTGTACEG GATTGE00GE
AGTATAGGEA CCTCCCGCGT AMCCCCTTAR CACACCCTCT TAGTTCTAKC GGAMAGACOT GGCACGGACG GECTTGTCOT AACTOGCCAC GTECGecoce
1601 COGAGGCGAA ACKTTATEGA GATTACCAAG CEGOGAGCTE TOGEAGCEG0 CCAGGACAAT GCCAGECGEE GCGAGOCTO GEAGACTOCT TTTOARATRC
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ITacnopT miIa3MuaAbI
PIN-TK-CuZnSOD

Ten SodC 6su1 avmaHuEpoBan ¢ rerovsoit THK Brucella spp w kionnposan & pIN-TK-SPPV 110 cafitay
Neol-Notl. KoHCTpYKIHA NpOBepeHa CeKECHHPOBGHHEM, BEUBICHO 100% COOTBETCTBHE MOCTEIOBATSTBHOCTH
BCTPOGHHOTO reHa.

Betpoenmsii ren: SodC

Pasnep resa: 564 bp

Tokyc a1 etpansarus:  Tavmmmmkamasa (TK), SPPV066

Basossiii BeKTOp: PIN-TK-SPPV (ampR)

Ilravne: E. coli TOP 10

CafiTEl KIOHHPOBARHA: Neol-Notl

Tlpmvesanse: IIPOBEPATS CKBCHHPOBAHHEM IOCTE KAKOTO CYOKIOHHPOBAHHA H

mara TpascopMatn

ZeoRIGe)
ap Bamu1 ()

THL
o

i TK-L 423-1145
TKR 1781-2720
SodC 1159-1722
~cuznson pS 1729-1768
s Apr 3903-4760
X ——— ORI 3141

[ P

N\

sindunt G72) TKR

PIN-TK-CuZnSOD
4360 bp

PecTpuKITHOHHAA KapTa ILTa3MHIBI
M1 2

M-1kb mapkep
1- 6asoBas mIa3MHAA

1-nnasmuzHas JIHK ob6paborannas pecrpukrasamu Pstl-Sphl

Tlocnen0BaTeIbHOCT BCTDOCHHOTO IeHa L SN SO T] 2

ACTATTTTAA TACTTAAAGC TOTAATATCC ATATCTACTT CCCGTCGTAC GTCTTTTTAA TTANTTANTC TAGACGCOGG COTGATCACT AAGCGAGETC
1201 TICGATCACG CCGCAGGEAA ANCGGGCACE ACCGCCACCA AGCGGETCAG GCTTATCOGA ATAKTTATCS CCTCCGACAT GGACCATCAK AGAACGETGC
AAGCTAGTOE GGCOTCCOTT TTGCCCOTGG TGGCGOTGOT TCOCCGAGTE COAKTAGECT TATTAATAGG GGAGGCTOTA CCTGGTAGTT TCTTGCGACG
1301 TIGATITECG CCANTTTCTT GAGATGTGGA GCGACAAGGG TITCACTCAC CTTGCCOTER GEATTGGEGC TCAGGCGTGE CAAKTCGCEE. ATKTGTCENT
AACTAAAGGE GGTTAAAGAA CTCTACACCT CGCTOTTGCC AMAGTGAGTG GAACGGCAGT COTAACCGCG AGTCCGEACC GTTTAGCGGG TATACAGGTA

1401 CACCTTCAGS CCCTAXKTSG TOATGOGTAT TACTCGGATC ATANTGCCCG CCGGEAGEAA GAGECGETAC GATCTTGCCS TCTTTTTCTC CCGOAGCGCA
CGAMCCTAAA AGCACTTGTA CTTTCGOTAC TATCGGGCCG CAGTCGAAAA GGTATAAGTG GAACTTCACG TCGGGCGGGE CCCGARGECT TTACTGGTGC
1601 GTGCCAACTT CTTTACCCGG TCCGGTCGGC AGCGECTCAT ACATTTTTAC COTCGTGCTT TCTGCGAKAG CCGGAAAAGC CATAAGCACC ATTGTCGATG
CACGGTTGAX GAAATGOGCC AGGCCAGCCS TCGCGGAGTA TOTAAAANTG GCAGCACGAX AGACGCTTTC GOCCTTTICG GTATTCOTGS TAACAGCTAC

1701 CAATAAATAA GGACTTAACC ATGGTGGCTA TTTATATTCC ARAAAAAAAA AATAAAATTT CAATTTTTCT GCAGCTCGAG TCTTTAAAGA TATTGTATCT
GTTATTTATT CCTOATTGG TACCACCGAT AAKTATAAGG TTTTTTTTTT TTATTTTAAA GTTAAAAAGA CGTCGAGCTC AGAAKTTTCT ATAACATAGA
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ITacnopT miIa3MuaAbI
pIN-TK-Cu-Zn-SOD&OMP19

Tersr SodC u ompl9 Ssumm avmAGHIHpoBaNE! ¢ resomHol THK Brucella spp, u © TILIP coemmmenst ¢
HOMOIIBHO THEKePa KOTHPYIOMICTO 6 aMHROKHCIOT G4S2 1 k1omHposass: B pIN-TK-SPPV 1o caitax Neol-Bglll.
KOHCTPYKIHA TIPOBSPeHa CKBHHPOBARACN, BEUBICHO 100% COOTBETCTBHE MOCTCAOBATETBHOCTH BCTPORHHOTO
rema.

Berpoenmsit ren: SodC&omp19
Pasnep resa: 962 bp
Tokyc a1 etpansarus:  Tavmmmmkemasa (TK), SPPV066

Basossii BeKTOp: PIN-TK-SPPV (ampR)

Ilravns: E. coli TOP 10

CaifTEl KIOHHPOBARHS: Neol-Bglll

TIpHMeaHHe: NPOBPATE CEKBCHHPORAHHEM IOCTE KaKOTO CyGKTOHHDORAHH H Iara TPaHCQOPMAITHH
pongi

samm®)
L

sparcuso
PIN-TK-Cu-Zn-S0DBOMPL9 e TK-L 423-1145
sobp | _ome1e TK-R 2281-3220
SOD&OMP19 1170-2132
pS 2141-2180
e i pS 2187-2226
Apr 4403-5260
o1z ORI 3641

mnam zzay s iss)
TKR s
ta1Gagy

PeCTPHKIHOHHAA KapTa ILIa3MHIBI

M1 2
M-1kb mapkep
1- 6azoBas WwiazMuAa
- 1-asmuzaas THK o6paGotannas pectpuktasamu Pstl-Sphl

TIocnen0BaTeIbHOCTE BCTPOEHHOTO IEHA: CHHIM [IBETOM BBLIENEHA [0 CIIEI0BATEbHOCT IHHKEPA





