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РЕФЕРАТ
Отчет содержит: 53 с., 7 рис., 1 табл., 30 библиограф. источников, 5 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.
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 2019 год: 1. Тестировать растения-регенеранты на наличие трансгена методом ПЦР. 2. Оценить содержание рекомбинантного белка SPPV-А27L в транспластомных растениях методом иммуноблоттинга. 3. Получить гомопластидные транспластомные растения, синтезирующие белок SPPV-А27L. Подтвердить гомопластидность растений методом гибридизации нуклеиновых кислот. 4. Опубликовать не менее 2 статей в рецензируемых зарубежных и отечественных научных изданиях с ненулевым импакт-фактором (по базам КазБЦ или РИНЦ). 
Методы исследования: компьютерный анализ нуклеотидных и аминокислотных последовательностей, методы растительных культур in vitro, ПЦР, рестрикционный анализ, электрофорез нуклеиновых кислот и белков, спектрофотометрия, Вестерн-блоттинг, Саузерн-блоттинг. 
Результаты работы и их новизна: Проведено тестирование методом ПЦР на наличие трансгенов в растениях-регенерантах, полученных в опытах по трансформации хлоропластов растений табака N. tabacum ДНК-конструкциями pNT4-A27L и pNT4-L1R, содержащими гены вируса оспы овец sppv117 и sppv060 под контролем хлоропластных промоторов транскрипции Prrn или PpsbA, терминаторов транскрипции TrbcL или TpsbA. Показано, что cемь отобранных линий несут целевой ген вируса оспы овец sppv117, кодирующий антигенный белок SPPV-А27L, три линии содержат ген sppv060, кодирующий белок SPPV-L1R.
Методом иммуноблоттинга было показано, что все транспластомные растения синтезируют рекомбинантные белки на уровне от 0,4% до 0,8% от общего растворимого белка. В ходе многократного селективного отбора на устойчивость к антибиотику спектиномицину получены растения-регенеранты девяти линий. Проведена проверка генетической однородности пластидных геномов девяти линий табака методом Саузерна, показавшая гомопластидность трех линий и гетеропластидность остальных шести. По результатам данного проекта опубликовано 4 работы (Приложение А). Сканы публикаций приведены в Приложении Д.
Область применения: биотехнология растений, ветеринария.
РЕФЕРАТ
Есеп 53 б., 7 сурет, 1 кесте, 30 библиографиялық көздер, 5 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. 

Жобаның мақсаты – SPPV-A27L антиген ақуызын кодтайтын, sppv117 генінің хлоропласт экспрессиясы бар темекі өсімдіктері Nicotiana tabacum негізінде қой шешек вирусының рекомбинантты антигендерін алу технологиясын жасау. 

2019 жылғы тапсырмалар: ПТР арқылы өсімдік регенерациясындағы трансгендердің болуын тексеру. 2. Транспластомды өсімдіктердегі SPPV-А27L рекомбинантты ақуыздың құрамын иммуноблоттау арқылы бағалау. 3. SPPV-A27L ақуызын синтездейтін гомопластидті транспластомды өсімдіктерді алу. Нуклеин қышқылының гибридизация әдісі арқылы өсімдіктердің гомопластидтігін растау. 4. Жариялау: импакт-факторы нөлден жоғары шетелдік және отандық ғылыми журналдарда кемінде 2 мақала (KaзБЦ немесе РИНЦ мәліметтер базасы негізінде).

Зерттеу әдістері: нуклеотид және аминқышқылы тізбектерінің компьютерлік талдауы, өсімдік культураларының in vitro әдістері, ПТР, рестрикционды талдау, нуклеин қышқылдары мен ақуыздардың электрофорезі, спектрофотометрия, Вестерн-блоттинг, Саузерн-блоттинг. 

Алынған нәтижелер және олардың жаңалығы: Prrn немесе PpsbA хлоропласт транскрипциясының промоутері, TrbcL немесе TpsbA транскрипция терминаторлары бақылауымен қой шешек вирусының sppv117 және sppv060 гендері бар pNT4-A27L және pNT4-L1R ДНҚ конструкцияларын қолдану арқылы алынған N. tabacum темекі өсімдіктерінің хлоропластарын трансформациялау тәжірибесінде алынған регенерант өсімдіктеріндегі трансгеннің болуына ПТР әдісі тестілеу жүргізілді. Таңдалған жеті линияда мақсатты SPPV-А27L антигенді ақуызды кодтайтын sppv117 қойдың шешек вирус генi бар екені көрінді, үш линияда – SPPV-L1R ақуызды кодтайтын sppv060 гені бар екендігі көрсетілді. Иммуноблоттау әдісі арқылы жалпы еритін ақуыздың мөлшерінің 0,4%-дан 0,8% деңгейіндегі рекомбинантты ақуыздарды транспластомды өсімдіктер синтездейдтiнi көрсетілді. Спектиномицин антибиотигiнiң төзімділігіне бірнеше селекциялық таңдау кезінде өсімдік регенеранттарының тоғыз линиялары алынды.Тоғыз темекі линиясының пластидті геномдарының генетикалық біртектілігіне Cаузерн әдісi бойынша зерттеу жүргізілді, нәтижесінде үш линияның гомопластикалы және қалған алтының гетеропластикалы екені көрсетілді.

Осы жобаның нәтижелері бойынша 4 жұмыс жарияланды (А қосымшасы). 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

	т.п.н.
	тысяча пар нуклеотидов

	dNTPs
	дезоксинуклеозидтрифосфаты

	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

	spec
	спектиномицин

	aad
	ген устойчивости к спектиномицину

	БСА
	бычий сывороточный альбумин

	ДСН-ПААГ
	полиакриламидный гель в присутствии додецилсульфата натрия

	kDa
	килодальтон

	ПДРФ
	полиморфизм длин рестрикционных фрагментов 

	trnG
	кодирующий тРНК глицина ген

	trnfM
	кодирующий тРНК формил-метионина ген

	DIG
	дигоксегинин


ВВЕДЕНИЕ
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 опубликован 1 тезис на международной конференции ближнего зарубежья, 1 тезис на международной конференции в Казахстане, 1 статья в российском журнале, 1 статья в отечественном журнале (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 2019 года: протестировать растения-регенеранты на наличие трансгена методом ПЦР; оценить содержание рекомбинантного белка SPPV-А27L в транспластомных растениях методом иммуноблоттинга; получить гомопластидные транспластомные растения, синтезирующие белок SPPV-А27L; подтвердить гомопластидность растений методом гибридизации нуклеиновых кислот; опубликовать 2 статьи в рецензируемых зарубежных и отечественных научных изданиях с ненулевым импакт-фактором (по базам КазБЦ или РИНЦ).
В приложении В приведены задачи проекта, календарные планы работ к Договору № 330 от 02.04.2018 г. 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 сканированные копии публикаций.

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 к синтезированным в бактериях рекомбинантным белкам SPPV60, SPPV117 и SPPV122. SPPV60 и SPPV117 были выбраны нами для синтеза в хлоропластах растений, 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 филогенетически родственнен 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, что пластиды не входят в состав пыльцевых зерен растений, транспластомные растения не могут распространять трансгены.
Примерами успешной продукции в транспластомных растениях антигенов патогенов человека служат работы по вирусам Денге [14], иммунодефицита [15], осповакцины [16], полиомиелита [17], папилломы [18], возбудителя холеры [19], туберкулеза [20]. По синтезу антигенов ветеринарного значения стоит отметить исследования по бетанодавирусу рыб [21], цистицеркозу крупного рогатого скота [22], возбудителю диареи у свиней [23]. 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 кроликах, которые показали высокую специфичность [24]. 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: ранее полученные транспластомные растения Nicothiana tabacum и растения дикого типа. Также были использованы нуклеотидные последовательности хлоропластной ДНК табака Nicotiana tabacum [25].
2.2
Материалы
В работе использовались реагенты фирм “Sigma”, “Bio-Rad”, “Roche”, “Thermo Scienetific”, “Qiagen”, “5-Prime”. Нуклеотидные последовательности синтезированных фирмой “Eurofins Genomics” олигодезоксирибонуклеотидов (олигоДНК) представлены в таблице 1.
Таблица 1 – Синтетические олигоДНК 
	Ген или участок плазмиды
	Праймер
	Последовательность

	sppv117
	117-for
	5'-gcatcatatggacagagcgttatcaatctttccaggcga-3'

	
	117-rev
	5'-gcatctcgagtcactttagtgttgtaattcttcctgttt-3'

	sppv60
	060-for
	5'-gcatcatatgggagcagccgctagtat-3'

	
	060-rev
	5'-gcatgtcgacttatatataaaattgatatatccgtatcccga-3'

	левый фланкирующий район хлоропластного генома
	Chl-for
	5'-cgacggagagggggtccacc-3'


	правый фланкирующий район хлоропластного генома
	Chl-rev
	5’-gaagcccctttaccattctgtat-3'


2.3
Методы исследования
Компьютерный анализ последовательностей нуклеиновых кислот и белков проводили с использованием программ “SnapGene 2.8.3”, “DNAMAN 4.03”, для денситометрии белковых полос использовали программу “Image J 1.52”.
Культивирование растений

Линии транспластомных растений выращивались in vitro на среде Мурасиге-Скуга (МС) [26], содержащей соли и витамины МС, 3% сахарозу, 0,7% агар. Среда содержала селективный антибиотик спектиномицин (spec) в концентрации 500 мкг/мл. Для вторичной регенерации экспланты листьев помещались на чашки Петри со средой МС, содержащей 1 мкг/мл БАП (6-бензиламинопурин), 0,1 мкг/мл НУК (нафтилуксусная кислота) и 500 мкг/мл spec. Чашки инкубировали при 23±2 °С при освещенности 3000 люкс и световом режиме 16/8ч (день/ночь). Каждые две недели сегменты листьев перекладывали на чашки со свежей средой. Чашки инкубировали при том же световом и температурном режиме. Через 6-8 недель наблюдали появление побегов, которые срезали и укореняли на безгормональной среде МС. Таким образом, было проведено 4 раунда регенерации транспластомных линий табака. 

Выделение ДНК 
Препараты тотальной ДНК выделяли из 50 мг листьев табака с помощью набора DNeasy Plant Mini Kit (“Qiagen”) по методике производителя.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) проводилась с использованием Taq ДНК-полимеразы (“Thermo Scientific”). В качестве праймеров использовались олигоДНК, указанные в таблице 1, а в качестве матрицы - 100 нг тотальной растительной ДНК. Реакционная смесь объемом 20 мкл содержала 2 мкл 10 × ПЦР буфера, 2 мкл 25 mM MgCl2, 1 мкл 10 мМ dNTPs, 0,2 мкл Taq-полимеразы, по 1 мкл прямого и обратного праймеров (10 пМоль/мкл), 11,8 мкл воды и 1 мкл ДНК. Реакцию проводили в следующем температурном режиме: стадия 1 – 3 мин. при 94 ºС - 1 цикл; стадия 2 - 30 сек. при 94 ºС, 30 сек. при 54 ºС, 1 мин. при 72 ºС – 30 циклов; стадия 3 - 5 мин. при 72 ºС – 1 цикл. 
Вестерн-блоттинг
Препараты белков из листьев растений выделяли при помощи реагента тризол (“Sigma”) по рекомендациям изготовителя. Концентрацию белков измеряли спектрофотометрически на приборе Ultrospec 2000 (“Pharmacia Biotech”) относительно известных концентраций бычьего сывороточного альбумина (БСА) по методу Брэдфорда [27].

Электрофоретическое разделение растительных белков проводили в 12% ДСН-ПАА-геле по методу Лемли [28]. После электрофореза белки переносили на PVDF мембрану (“Bio-Rad”) методом полусухого электроблоттинга на аппарате фирмы “C.B.S. Scientific” в буфере для переноса (102 мМ глицина, 25 мМ Трис, 20% (о/о) этанола) при силе тока 0,8 мА/см2 в течение 1 часа. Мембрану блокировали в 3% обезжиренном молоке, приготовленном в буфере TBS (10 мМ трис-HCl pH 7,5; 150 мМ NaCl) в течение 1 часа. Для детекции белков в качестве первичных антител использовали мышиные антитела к пентагистидину (“5-Prime”) или кроличьи антисыворотки к белкам SPPV-A27L и SPPV-L1R («НИИ Проблем Биологической Безопасности» КН МОН РК), разведенные в блокировочном буфере в соотношении 1:4000. В качестве вторичных антител использовали антимышиные IgG или антикроличьи антитела, коньюгированные с пероксидазой хрена (“Santa Crus Biotechnology”) и разведенные в блокировочном буфере в соотношении 1:4000. Инкубацию с антителами проводили в течение 1 часа. Отмывку от антител проводили четырежды по 5 мин. буфером TBST (TBS, содержащий 0,05% Тween-20). В качестве субстрата для пероксидазы использовали хемилюминесцентный реагент фирмы “Sigma”.

Саузерн-блоттинг состоял из следующих этапов: рестрикции ДНК; электрофореза фрагментов ДНК в агарозном геле; депуринизации ДНК; переноса ДНК на нейлоновую мембрану; фиксации ДНК на мембране; приготовления DIG-меченного зонда; гибридизации и детекции.

Для рестрикции ДНК готовили смесь объемом 35 мкл, которая содержала 3,5 мкл 10×буфера для рестрикции, 0,7 мкл рестриктазы EcoO109I (“Thermo Scientific”), 2 мкг ДНК, H2O. Инкубацию проводили в течение ночи при 37 ºС, наутро добавляли к смеси 0,7 мкл рестриктазы и помещали в термостат еще на 3 часа. 
Электрофорез. К аликвоте рестрикционной смеси объемом 10 мкл добавляли 2 мкл 6 × буфера для нанесения пробы (0,25% бромфеноловый синий, 40% сахароза) и вносили в лунки 1% агарозного геля. Электрофорез проводили при 5V/см в 1×TBE буфере (89 мМ Tris, 89 мМ борная кислота, 2 mM EDTA, pH 8,0).

Депуринизация. После проведения электрофореза гель промывали в дистиллированной воде, далее помещали его в раствор 0,25 M HCl и инкубировали 10 мин. при покачивании при комнатной температуре. Сливали раствор HCl и промывали гель дистиллированной водой. Добавляли денатурирующий раствор (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) и инкубировали при покачивании 15 мин. Меняли денатурирующий раствор и встряхивали еще 15 мин. Сливали раствор, промывали водой и добавляли нейтрализующий раствор (0,5 M Tris-HCl, 1,5 M NaCl, pH 7,5), инкубировали 15 мин. на качалке. Меняли нейтрализующий раствор и встряхивали дополнительно 15 мин. 

Перенос на мембрану. В камеру для переноса наливали 20 × SSC буфер (3 M NaCl, 300 мМ цитрата натрия). Смоченный в буфере лист ватмана 3ММ помещали на мостик камеры, таким образом, чтобы его концы были опущены в буфер. Сверху помещали гель, который накрывали нейлоновой мембраной Porablot NY plus («Macherey-Nagel»), вырезанной точно по размерам геля, удаляли воздух между гелем и мембраной стеклянной палочкой, сверху помещали 3 слоя ватмана 3ММ и стопку бумажных фильтров. Сверху накрывали стеклом, на которое помещали груз весом приблизительно 400 гр. Перенос ДНК на мембрану проводили в течение ночи, на утро удаляли влажные фильтры и ватман, отмечали положение лунок, отрезали кончик мембраны для маркировки стороны с перенесенной ДНК. Для контроля полноты переноса гель окрашивали в растворе бромистого этидия и оценивали визуально под УФ-лучами.
Фиксация ДНК на мембране. Мембрану после переноса промывали в 2×SSC буфере, размещали на листе ватмана и подсушивали на столе. Далее инкубировали мембрану при 80 ºС в течении 15 мин., затем 3 мин. под УФ-лучами длиной 254 нм. 

Приготовление DIG-меченного зонда. Зонд представлял собой ДНК-фрагмент, полученный амплификацией ДНК дикого типа с помощью набора PCR DIG Probe Synthesis Kit (“Roche”) при участии пары праймеров Chl-for и Chl-rev (таблица 1).

Гибридизация. Перед проведением гибридизации DIG-меченым зондом мембраны, помещенной в пробирку Falcon, проводилась предгибридизация, в ходе которой осуществлялось блокирование неспецифического связывания зонда с мембраной в течение 30 мин. при 42 ºС в буфере Easy DIG Hyb (“Roche”). Далее раствор сливали и добавляли свежий раствор Easy DIG Hyb, содержащий зонд. Раствор зонда предварительно прогревали при 95 ºС в течении 10 мин. и охлаждали во льду. Гибридизацию проводили в течении ночи при 42 ºС. На следующий день проводили двухкратную отмывку мембраны раствором, содержащим 2×SSC буфера и 0,1% SDS, в течении 15 мин. на качалке при комнатной температуре. Далее дважды отмывали мембрану в течении 15 мин. раствором 0,2×SSC буфера и 0,1% SDS, предварительно прогретого до 65 ºС 
Детекция. Мембрану инкубировали 1 мин. при покачивании в буфере для отмывки (0,1 M Maleic acid, 0,15 M NaCl, 0,3% Tween-20, pH 7,5). Затем сливали буфер и помещали мембрану в блокирующий буфер (1×DIG Block Reagent, 1×Maleic acid buffer) и качали 30 мин. при комнатной температуре. Затем добавляли антитела Anti-Dioxigenin-AP Fab fragments (“Roche”) в соотношении 1:5000 и инкубировали на качалке 1 час. Далее отмывали 2 раза по 15 мин в буфере для отмывки. Инкубировали 5 мин. в буфере для детекции (0,1 M Tris-HCl, 0,1 M NaCl, pH 9,5). Меняли буфер для детекции и добавляли субстрат щелочной фосфатазы CSPD (“Roche”) в соотношении 1:200, распределяли субстрат по поверхности мембраны. Инкубировали 5 мин. Сливали раствор субстрата и помещали мембрану в пакет, после чего края пленки запаивали и помещали на 15 мин. в термостат при 37 ºС. Изображение сигналов получали на рентгеновской пленке фирмы “Kodak”.
Cпектрофотомерическое определение концентрации ДНК, электрофорез нуклеиновых кислот и белков проводили по стандартным методикам [29]. 
3 
Обобщение и оценка результатов исследований
3.1 
Тестирование растений-регенерантов на наличие трансгена методом ПЦР
На предыдущем этапе выполнения НИР после проведения баллистической трансформации хлоропластов табака было получено 10 независимых растений-регенерантов, устойчивых к спектиномицину. 3 растения были получены с помощью конструкции pNT4/PpsbA-sppv117-TpsbA; 4 - с помощью pNT4/PrrnL-sppv117-TrbcL; 3 – с помощью pNT4/PrrnL-sppv60-TrbcL. Для плазмиды pNT4/PpsbA-sppv60-TpsbA таких растений отобрать не удалось. Растения были размножены черенкованием и выращивались in vitro на среде МС, содержащей 500 мкг/мл spec (рисунок 1). 
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Рисунок 1 – Полученные в результате генетической трансформации хлоропластов растения табака
На следующем этапе была проведена проверка их трансгенности методом ПЦР анализа. Из листьев 10 тестируемых растений и растения дикого типа были выделены препараты тотальных ДНК. Целостность полученных препаратов оценивали методом электрофореза в агарозном геле, концентрацию ДНК определяли спектрофотометрически при длине волны 260 нм. По 100 нг ДНК каждого образца брали для ПЦР анализа с участием пары генспецифичных праймеров 117-for/117-rev или 060-for/060-rev. Как показал тест, семь растений содержат ген sppv117 размером 0,45 т.п.н. (рисунок 2А), три - sppv60 размером 0,567 т.п.н. (рисунок 2Б).
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К- – растение табака дикого типа; 1-3 – растения, трансформированные плазмидой pNT4/PpsbA-sppv117-TpsbA; 4-7 – плазмидой pNT4/PrrnL-sppv117-TrbcL; 8-10 – плазмидой pNT4/PrrnL-sppv60-TrbcL; М100 – ДНК-маркер O'RangeRuler 500 bp DNA ladder (“Thermo Scientific”); К1+ – 10 нг pNT4/PpsbA-sppv117-TpsbA; К2+ – 10 нг pNT4/PrrnL-sppv60-TrbcL
Рисунок 2 – Электрофоретический анализ в 1,5 % агарозном геле продуктов ПЦР для выявления в растениях трансгенов sppv117 (А) и sppv60 (Б)
3.2
Оценка содержания рекомбинантных белков SPPV-А27L и SPPV-L1R в транспластомных растениях методом иммуноблоттинга

Способность полученных линий синтезировать рекомбинантные белки SPPV-A27L и SPPV-L1R оценивалась с помощью иммунноблоттинга с применением моноклональных антител к пентагистидину. Рекомбинантные белки SPPV-A27L и SPPV-L1R содержат на N-конце декагистидин для дальнейшей их детекции и очистки металло-афинной хромотографией. Также были использованы кроличьи антисыворотки к белкам SPPV-A27L и SPPV-L1R.
 Белковые препараты из тестируемых линий табака были очищены с помощью реагента тризол. Концентрация белков была измерена по Брэдфорду и по 10 мкг каждого образца наносили в лунки 12% ДСН-ПАА-геля. После разделения белки переносили на PVDF мембрану и проводили иммуноблоттинг. В качестве первых антител использовали мышиные поликлональные антитела к пентагистидину или кроличьи поликлональные антисыворотки на полипептиды SPPV-A27L и SPPV-L1R, а в качестве вторых – козьи антимышиные и козьи антикроличьи антитела, коньюгированные с пероксидазой. Результаты иммуноблоттина приведены на рисунке 3.
Как видно из рисунка 3, все анализируемые 10 линий синтезируют рекомбинантные белки. Однако линии, полученные при использовании промотора PpsbA, синтезируют белок SPPV-A27L размером 20,3 kDa заметно в меньшем количестве, чем растения, содержащие ген sppv117 под контролем промотора PrrnL. Растения серии Nt-Prrn-060 синтезируют белок SPPV-L1R размером 23 kDa на достаточном высоком уровне, сравнимом с уровнем синтеза SPPV-A27L в линиях Nt-Prrn-117.

Для определения содержания рекомбинантных белков был проведен денситометрический анализ полос, полученных на рентгеновской пленке после проведения Вестерн-блоттинга, с помощью программы “Image J”. Содержание белков в транспластомных линиях оценивали относительно известных концентраций бактериально-синтезированных очищенных белков SPPV-A27L и SPPV-L1R. По результатам трех экспериментов было выявлено, что растения линий Nt-PpsbA-117 и Nt-Prrn-117 A27L содержат белок SPPV-A27L на уровне ~0,4% и ~0,7% сответственно, растения линий Nt-Prrn-060 содержат белок SPPV-L1R на уровне ~0,8% от общего растворимого белка.
3.3
Получение гомопластидных транспластомных растений, синтезирующих белки SPPV-А27L и SPPV-L1R
По три линии каждого варианта были отобраны для дальнейшей селекции путем вторичной регенерации. Такая процедура проводилась для элиминации пластид дикого типа и отбора пластид, несущих ген aad, придающего устойчивость к spec. 
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М - маркерные белки #26619 (“Thermo Scientific”); Nt-wt - растение дикого типа; Nt-PpsbA-117 и Nt-Prrn-117 – серии линий, содержащих ген sppv117 под PpsbA и Prrn промоторами соответственно; Nt-Prrn-060 - серия линий, содержащих ген sppv60; K+ - 40 нг очищенного из бактерий белка SPPV-A27L
Рисунок 3 – Анализ синтеза белков SPPV-A27L и SPPV-L1R в транспластомных линиях

Листья нарезались на небольшие фрагменты, скальпелем наносились насечки и помещались на чашки Петри, содержащих среду МС с гормонами и антибиотиком до появления вторичных регенерантов в течение 4-6 недель (рисунок 4), побеги срезали и выращивали на среде без гормонов, содержащей spec. Такой отбор проводили четырежды. После каждой регенерации проводили ПЦР анализ с генспецифичными праймерами и ПЦР-положительные побеги подвергали следующей регенерации. Для получения гомопластидных транспластомных растений обычно достаточно 3-4-х процедур. Линии, прошедшие вторичный отбор, были высажены в грунт и анализировались далее. Транспластомные линии серии Nt-PpsbA-117, полученные с помощью плазмиды pNT4/PpsbA-sppv117-TrbcL, по внешнему виду не отличалась от растений дикого типа, тогда как линии Nt-Prrn-117 и Nt-Prrn-060 при пересадке в грунт показали признаки задержки роста и более бледной окраски листьев (рисунок 5).
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Рисунок 4 – Повторная регенерация транспластомных линий Nt-Prrn-060#9 (А);

Nt-Prrn-117#7 (Б); Nt-PpsbA-117#1 (В)
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Рисунок 5 – Высаженные в грунт транспластомные растения

3.4
Проверка гомопластидности растений методом гибридизации нуклеиновых кислот
Гомопластидность линий после вторичной селекции была проверена методом полиморфизма длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ) посредством Саузерн-блоттинга.
С помощью программы “SnapGene” были построены генетические карты хлоропластной ДНК дикого типа и трансформированных растений. Проведенный в той же программе рестрикционный анализ полученных последовательностей позволил подобрать эндонуклеазы рестрикции для проведения анализа ПДРФ. Из листьев 9 тестируемых растений и растения дикого типа были повторно выделены препараты тотальных ДНК.

Препараты ДНК различных линий были обработаны рестриктазой EcoO109I, разделены электрофоретически в 1% агарозном геле, перенесены на мембрану и были прогибридизованы с меченым зондом. Зонд представлял собой ДНК-фрагмент размером 0,71 т.п.н., полученный в ходе амплификации ДНК дикого типа с участием пары праймеров Chl-dir/Chl-rev, и содержал нерадиоактивную метку дигоксигенин (DIG). Продукты ПЦР в контроле и опыте мигрировали в геле с разной скоростью, так как включение DIG-dUTP замедляло миграцию ампликона (рисунок 6). 
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М500 – ДНК-маркер GeneRulerTM 500 bp DNA ladder (“Thermo Scientific”); К – продукт ПЦР с немеченными dNTP; 1 – меченный DIG-dUTP ПЦР-продукт
Рисунок 6 – Электрофорез DIG-меченного ампликона 

Зонд охватывал сайт встраивания трансгена в пластидную ДНК между генами trnG (ген глициновой тРНК) и trnfM (ген формил-метиониновой тРНК), а также смежные районы (рисунки 7А - 7Г). Зонд гибридизовался с ДНК-фрагментом длиной ~3 т.п.н. из растений дикого типа. Присутствие одного ДНК-фрагмента с размером ~5 т.п.н. и отсутствие 3 т.п.н. ДНК - фрагмента в транспластомных растениях серии Nt-РpsbA-117 свидетельствует о генетической однородности хлоропластной ДНК, содержащей ген sppv117, кодирующий белок SPPV-A27L (рисунки 7Б и 7Д). В линиях серий Nt-Рrrn-117 и Nt-Рrrn-060 помимо ожидаемых фрагментов длиной ~5 т.п.н. выявлено несколько фрагментов, гибридизующихся
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Рисунок 7 – Саузерн-блот анализ транспластомных растений табака. (А) область интеграции трансгенов в пластомный геном растений дикого типа; (Б) растений серии Nt-PpsbA-117; (В) серии Nt-Prrn-117; (Г) серии Nt-Prrn-060; (Д) блот-гибридизация ДНК растений, содержащих ген sppv117; (Е) блот-гибридизация ДНК растений, содержащих ген sppv60
с зондом и отмеченных на рисунке звездочками (рисунки 7Д и 7Е). Данный факт свидетельствует о гетерогенности пластидных геномов, возможно, вызванной межмолекулярной посттрансформационной рекомбинацией между эндогенными и привнесенными в составе конструкций пластидными регуляторными элементами (промоторами, терминаторами, 5’-НТП), что может привести к утрате трансгенов и/или гетерогенности пластид в транспластомных растениях [30]. Конструкции pNT4/PrrnL-sppv117-TrbcL и pNT4/PrrnL-sppv60-TrbcL содержат по два промотора PrrnL в противоположной ориетации по типу «голова к голове» (рисунки 7В и 7Г). В хлоропластном геноме дикого типа имеются две копии в противоположной ориентации промотора PrrnL, под контролем которого находится ген 16S РНК. Привнесение дополнительных копий указанной последовательности, могло вызвать генетическую рекомбинацию между гомологичными прямыми и инвертированными повторами, что привело к генетической неоднородности хлоропластной ДНК в полученных транспластомных растениях, содержащих гены sppv117 и sppv60 под транскрипционным контролем промотора PrrnL.

Полученные нами данные свидетельствуют о том, что отобранные транспластомные растения могут корректно синтезировать гетерологичные белки вируса оспы овец. В дальнейшем планируется наладить технологию очистки белков SPPV-A27L и SPPV-L1R из растительной массы с помощью металл-аффинной хромотографии.
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) методом ПЦР проведено тестирование растений-регенерантов на наличие трансгенов sppv117 и sppv060, кодирующих белки оболочки вируса оспы овец под контролем хлоропластных промоторов и терминаторов Prrn, PpsbA, TrbcL и TpsbA. Показано, что семь отобранных линий содержат ген sppv117, три линии содержат ген sppv060;
2) методом иммуноблоттинга с применением поликлональных антител к пентагистидину было показано, что все транспластомные растения синтезируют рекомбинантные белки на уровне от 0,4% до 0,8% от общего растворимого белка. 
3) в ходе четырехкратной регенерации на среде, содержащей антибиотик спектиномицин, получены растения-регенеранты девяти транспластомных линий; 
4) методом Саузерн-блоттинга проведена проверка генетической однородности пластидных геномов у девяти отобранных линий табака. Была установлена гомопластидность трех линий и гетеропластидность шести линий.
На следущем этапе НИР будет разработана методика очистки рекомбинантных белков вируса оспы овец SPPV-A27L и SPPV-L1R из отобранных транспластомных растений, которая будет применена для очистки белков в препаративных количествах.
Запланированный объем исследований на 2019 год полностью выполнен.
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27 Bradford M. A Rapid and Sensitive Method for the Quantification of Microgram Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding // Analytical Biochemistry. – 1976. - V.72. – P. 248–254.

28 Laemmli U.K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4 // Nature. - 1970. - V.227. - P. 680-685.
29 Sambrook J., Russel D.W. Molecular cloning: A laboratory manual: 3 volumes. – Third edition. – New-York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001.
30 Gray B.N., Ahner B.A, Hanson M.R. Extensive homologous recombination between introduced and native regulatory plastid DNA elements in transplastomic plants // Transgenic Research. – 2009. – V.18. – P.559–572.
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Список опубликованных работ и научно-организационная деятельность за 2019 год:
1 Аргимбаева Т.У. Получение гомопластидных транспластомных растений NICOTIANA TABACUM // VI Фарабиевские чтения: матер. междунар. науч. конф. студентов и мол. ученых «Фараби Әлемі» (Алматы, 9-10 апр. 2019 г.). – Алматы: КазНУ, 2019. - С. 178.
2 Beisenov D.K., Stanbekova G.E., Karimov N.Zh., Iskakov B.K. Expression of sheep poxviral A27L and L1R proteins in prokaryotic and eukaryotic systems // Plant Genetics, Genomics, Bioinformatics, and Biotechnology (PlantGen2019): The Fifth International Scientific Conference (Novosibirsk, Russia, June 24–29, 2019); Abs. / Eds. A.V. Kochetov, E.A. Salina. Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences; – Novosibirsk: ICG SB RAS, 2019. – P.41.

3 Бейсенов Д.К., Аргимбаева Т.У., Станбекова Г.Э., Искаков Б.К. Синтез иммуногенного домена белка L1R вируса оспы овец в рапсе // Ветеринария, Зоотехния и Биотехнология. -2019. - №8. - С. 45-54. ИФ РИНЦ – 0,302 (2017 г).
4 Станбекова Г. Э., Бейсенов Д.К., Калиева А.А., Искаков Б.К. Экспрессия гена uidA в транспластомных растениях табака под контролем 5’-нетранслируемой последовательности геномной РНК Y-вируса картофеля // Вестник КазНУ им. аль-Фараби, серия биологическая. -2019. -№3. - С. 126-135. ИФ КазБЦ – 0,043 (2017 г).
Научно-организационная деятельность:
1
Кадровый состав: всего 5; в том числе доктор биол. наук – 1, кандидаты биол. наук – 1, магистров - 2; студент магистратуры – 1. Из них молодые специалисты до 35 лет – 3 (60%). 

2
Международное сотрудничество: 

Технический Университет г. Дармштадт (Германия), отдел биотехнологии растений и метаболической инженерии, проф. H. Warzecha.
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	Россия 

Патент No.: Ru2539913

МПК: A61K39/00
	Изобретатель: Духовлинов И. В. 

Заявитель: Общество с ограниченной ответственностью "РД-Биотех", Россия

Номер заявки: 201312247315

Дата приоритета: 15.05.2013

Дата публикации: 27.01.2015
	Вакцина для профилактики и лечения ротавирусной инфекции, содержащая гибридный белок в качестве активного агента (варианты).
	

	
	Республика Корея

Патент No.: KR101783677

МПК: A61K39/12

C12N15/82


	Изобретатель: Yang M. S., Kim T. G., Jang Y. S., Kim D. H.

Заявитель: NAT UNIV CHONBUK IND COOP FOUND, Республика Корея
Номер заявки: KR20150155425 20151106

Дата приоритета: 06.11.2015

Дата публикации: 10.10.2017
	Method for mass producing dengue virus vaccine using plant viral expression system
	

	
	США 

Патент No.: US010344293B2

МПК: C12N15/82, A23K20/147 01
	Изобретатель: An и др. 

Заявитель: BIOAPPLICATIONS INC., Республика Корея
Номер заявки: 15/315,233
Дата приоритета: 12.05.2016 
Дата публикации: 09.07.2019
	Vaccine composition for classical swine fever from plant and manufacturing method thereof
	

	
	Норвегия
Патент No.: NO340722

МПК: C12N15/8, C12N9/50, C12N 15/64, C12N7/00, A61K39/00
	Изобретатель: Clarke J. L.
Заявитель: NIBIO - Norwegian Institute of Bioeconomy Research, Норвегия
Номер заявки: 20140819

Дата приоритета: 27.06.2014

Дата публикации: 06.06.2017
	Transgenic plants expressing a tetravalent chimeric dengue virus antigen to produce effective vaccines derived therefrom 
	

	
	Европейское патентное бюро

Патент No.: EP2718428B1

МПК: A61K39/00; A61K39/205; A61K39/295; A61P31/16; A61P37/04; C07K14/005; C07K14/11; C12N15/82; C12N7/00; C12P17/06
	Изобретатель: D'aoust M-A, Lavoie P-O, Vezina L-P, Couture M.

Заявитель: Medicago Inc, Канада

Номер заявки: 12801020.4

Дата приоритета: 13.06.2011

Дата публикации: 07.03.2018
	Rabies virus like particle production in plants   
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	США 

Патент No.:

US 20190136246A1
МПК:C12N15/82, A61K35/76, A61K39/12, A61P31/14
	Изобретатель: Van Zyl и др.

Заявитель: CSIR, (ЮАР); UNIVERSITY OF CAPE TOWN, (ЮАР); ONDERSTEPOORT BIOLOGICAL PRODUCTS SOC LTD, (ЮАР)
Номер заявки: 12801020.4

Дата приоритета: 19.04.2017

Дата публикации: 09.05.2019
	Plant - produced chimaeric orbivirus vlps
	

	
	Всемирная организация интелектуальной собственности

Патент No.: WO2018/115305Al
	Изобретатель: Phan H. и др.

Заявитель: Leibniz-institut fur pflanzen-genetik und kulturpflanzenforschung(ipk), (Германия);
Номер заявки: 12801020.4

Дата приоритета: 21.12.2017

Дата публикации: 28.06.2018
	Оligomeric vaccines from plants by s-tag-s-protein fusions
	

	
	Республика Казахстан

Патент No.:

МПК: C12N5/10, C12N15/83
	Изобретатель: Галиакпаров Н. Н., Дерябина Н., Гриценко Д.

Заявитель: Республиканское государственное предприятие на праве хозяйственного ведения "Институт биологии и биотехнологии растений" Комитета науки Министерства образования и науки Республики Казахстан 

Номер заявки: 2017/0938.1

Дата приоритета: 19.10.2017

Дата публикации: 17.05.2019
	Вирусный вектор для транзиентной экспрессии гетерологичных белков в растениях
	


Таблица В6.2 - Научно-техническая, конъюнктурная, нормативная документация и материалы государственной регистрации (отчеты о научно-исследовательских работах)

	Предмет поиска  
	Наименование источника информации с указанием страницы источника
	Автор, фирма (держатель технической информации) 
	Год. Место и орган издания (учреждения. Депонирования источника)

	1
	2
	 3
	 4

	Экспрессия антигенов патогенов в растениях для разработки субъединичных вакцин
	Production of dengue virus envelope protein domain III-based antigens in tobacco chloroplasts using inducible and constitutive expression systems. 
	Gottschamel J, Lössl A, Ruf S, Wang Y, Skaugen M, Bock R, et al. 
	2016, Plant Mol Biol.,

doi: 
10.1007/s11103-016-0484-5.

	
	Broad and efficient control of major foodborne pathogenic strains of Escherichia coli by mixtures of plant-produced colicins.
	Schulz S, Stephan A, 
Hahn S, Bortesi L, Jarczowski F, Bettmann U, Paschke AK, Tusé D, 
Stahl CH, Giritch A, 
Gleba Y.
	2015, PNAS,
doi: 10.1073/pnas.1513311112.
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	A Plant-Produced in vivo deglycosylated full-length Pfs48/45 as a Transmission-Blocking Vaccine Candidate against malaria.
	Mamedov T, Cicek K, 
Miura K, Gulec B, Akinci E, Mammadova G,
 Hasanova G.
	2019, Sci Rep., 
doi: 
10.1038/s41598-019-46375-6.

	
	Production of Functionally Active and Immunogenic Non-Glycosylated Protective Antigen from Bacillus anthracis in Nicotiana benthamiana by Co-Expression with Peptide-N-Glycosidase F (PNGase F) of Flavobacterium meningosepticum.
	Mamedov T, Chichester JA, Jones RM, Ghosh A, 
Coffin MV, Herschbach K, Prokhnevsky AI, 
Streatfield SJ, Yusibov V.
	2016, PLoS One,
doi: 10.1371/journal.pone.0153956.

	
	Plant-based vaccines for oral delivery of type 1 diabetes-related autoantigens: Evaluating oral tolerance mechanisms and disease prevention in NOD mice.
	Posgai AL, Wasserfall CH, Kwon KC, Daniell H, 
Schatz DA, Atkinson MA.
	2017, Sci Rep., 
doi: 
10.1038/srep42372.

	
	Role of oral vaccines as an edible tool to prevent infectious diseases.


	Shakoor S, Rao AQ, 
Shahid N, Yaqoob A, Samiullah TR, Shakoor S, Latif A, Tabassum B, Khan MAU, Shahid AA,
 Husnain T.
	2019, Acta Virol.,

doi:
 10.4149/av_2019_301

	
	Chloroplast-based inducible expression of ESAT-6 antigen for development of a plant-based vaccine against tuberculosis.


	Saba K, Gottschamel J, Younus I, Syed T, Gull K, Lössl AG, Mirza B, 
Waheed MT.
	2019, J Biotechnol., 
doi: 10.1016/j.jbiotec.2019.08.016.



	
	Construction of a fusion anti-caries DNA vaccine in transgenic tomato plants for PAcA gene and cholera toxin B subunit.
	Bai G, Tian Y, Wu J,
Gu Y, Chen Z, Zeng F, 
Liu J.
	2019,Biotechnol Appl Biochem.,
doi:
 10.1002/bab.1806.

	
	Plant factory: new resource for the productivity and diversity of human and veterinary vaccines.


	Shim BS, Hong KJ, Maharjan PM, Choe S.
	2019,Clin Exp Vaccine Res., doi: 10.7774/cevr.2019.8.2.136.

	
	Plant-based vaccine candidate against Infectious bursal disease: An alternative to inactivated vaccines for breeder hens.


	Lucero MS, Richetta M, Chimeno Zoth S, Jaton J, Pinto S, Canet Z,
 Berinstein A, Gómez E.
	2019, Vaccine, 
doi: 10.1016/j.vaccine.2019.07.069.



	
	Genetically-engineered plants yield an orally immunogenic PirA-like toxin from Vibrio parahaemolyticus.


	Monreal-Escalante E, Rosales-Mendoza S, 
Govea-Alonso DO, 
Campa-Córdova ÁI, 
Angulo C.
	2019, Int J Biol Macromol., 
doi: 10.1016/j.ijbiomac.2019.06. 


Таблица Д.2.2 - Оценка патентоспособности вновь созданных технических и художественно-конструкторских решений, определение целесообразности их правовой охраны
	Название технических, художественно- конструкторских решений, предлагаемых к правовой охране
	Сущность решений, предлагае-мых к правовой охране
	Прототипы решений, предлагае-мых к правовой охране
	Достигаемый технический результат и его влияние на характеристики объекта хозяйственной деятельности
	Патентоспособность и квалификация предложенных решений (возможность отнесения к изобретениям, полезным моделям, промышленным образцам)
	Целесообразность правовой охраны и обоснование выбора стран патентования или причина отказа от правовой охраны и целесообразность отнесения к ноу-хау

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	
	
	
	
	
	


Форма Д.2.2. - не заполняется, т.к. технических решений на данном этапе НИР – нет.
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10.10.2019. TlaTeHTHO-MH(bOPMAUMOHHBIL TOUCK MPOBOIMICS IO 3MEKTPOHHBIM 6a3aM NAHHBIX,
HH(OPMALMOHHO-CIIPaBOYHbIM  cicTemam  United States Patent and Trademark Office
(patft.uspto.gov), ~ EBpasuiickas —maTeHTHas  OpraHM3aIs (www.eapo.org), Pocmarent
(www.fips.ru), Fresh Patents (www.freshpatents.com); Elsevier (www.elsevier.com) u zp.

Ilo pesynbTaraM HpPOBENEHHOTO NATEHTHOro Moucka B ctpanax CHI, Espomsr, CIIA,
Kanane, Kopee u ap. mo knaccam MKU: A61K39 CO7K; C12N 3a rociesune 5 jeT BBIABICHO psn
NIATEHTOB, KACAIOIIUXCS Pa3BUTUS TEXHOJIOTHH MOJIYYCHHS CyOBEIMHWYHBIX BAKIUH B KJIETKAX
pacTeHmii. YCTaHOBJIEHO, UTO BEyIIee MOMOKEH e B JaHHOii 061acTu 3anuMator CILIA i cTpans!
Espomneiickoro Coro3sa.

ITpocMOTp maTeHTHOM JHTEpaTYphl 0 TeMe MO3BOIAET CHENaTh 3aKMOYEHHE O TOM, YTO
NpEAIPHHEMACMbIE  HAMH  UCCICIOBaHUA  ABIAIOTCA AKTYAIBHBIMH M [1€PCIEKTUBHBIMH.
PesyibraTel naTeHTHO-MH(GOPMAIHOHHOrO MOKMCKA MO3BOMIMIM OMPENETHTh BEAYIIHE HAyYHbIE
OpraHW3allMy W KOMIAHHH B 3apy0eKHBIX CTpaHaX, Takhe Kak KaHauckas kommanus Medicago
Inc.,  roxHo-xopeiickas — kommamus  Bioapplications  Inc.,  HopBewckmii  MHCTHTYT
Buoskonomuueckux Mccnenosanuit, paGoraiouue Hal mpoGIeMoil SKCIPECCHH AHTHIEHOB
TIATOTCHOB Y€/I0BEKA M JKUBOTHBIX B KJIETKAX PacTeHHil, pa3paGoTKH GHOTEXHOIOIUH MOJTyYeHUs
PEKOMOMHAHTHBIX BAKLMH U3 FeHETHYECKH MOTU(DUINPOBAHHEIX PACTEHHIA.

AHATM3 HayYHO-TeXHHYECKOH JUTEPaTyphl H JAHHEIX Internet MO3BOMMI BBISBHTH DA
CTaTell 10 U3YYEHUIO BPEMEHHOM HITH CTAOHIIBHOM 9KCIPECCHH aHTHTEHOB TATOTCHOB YeJIOBEKA 1
KUBOTHBIX B KJIETKAaX PaCTCHHH H CBUIETENBCTBYET O MEPCIEKTHBHOCTH M30PAHHON TEMATHKH H
aKTyalbHOCTH  MOCTAaBJICHHBIX 3a1a4 MO0 CO3JAHHI0 TEHETHYECKH MOIM(UUMPOBAHHEIX
OpraHu3MOB Ui TIPOM3BOACTBA B JOCTATOYHOM KOJHYECTBE pPEKOMOMHAHTHBIX OEIKOB

BaKIIUHHOTO Ha3HAYCHHUS.

Hayunplit pykoBOHTE b IPOEKTA ﬁ“’“‘(/ Cranbexosa I'.3.

Wcnonuurens 1« Beiicenos JI.K.

[TatenToBen Hurmarosa B.I'.
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Календарные планы на 2018 – 2020 гг
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1 Pecny6anKkaHCcKOe rocyapcTBeHHOE NpeanpHsiTHe Ha paBe X03s1HCTBEHHOr 0
BeaeHUA«MHCTHTYT MOJIEKYJISIPHOI GHoJIOruu U 6MoxumMun uM. MLA. ARTX0KHHA»
Komurtera Haykn MunncrepcrBa o6pazoBaHusi U Hayku Pecny6ianku Kasaxcran

1.1 Ilo nmpuopurery: 4. Hayku 0 )U3HU U 300POBbE

1.2 Ilo noampuoputetry:4.1 ®dyHnaMeHTaapHblE W NPUKIAIAHBIE HCCIENOBAHHUS B
obnactu Ouosnoruu (Pusnonoruyeckue, OHOXMMUYECKHE M MOJIEKYJIAPHO-TEHETHYECKHE
MeXaHU3Mbl JKU3HEIEATEJIbHOCTH pacTeHHH, MUBOTHBIX M 4YEJIOBEKA.MX aJanTaluHd K
OouornueckuM u abuorudeckuM (akrtopam cpeabl obutaHus). llpukiaanHble Hay4dHBIE
UCCJIeIOBAHUS.

1.3 Ilo teme mpoekta: UIPH Ne AP05132066 «Pa3zpaboTka TeXHOJOIHH 3KCIPECCUH
PEKOMOHWHAHTHBIX aHTUI'€HOB BUPYCa OCIIBI OBEI] B TPAHCIIACTOMHBIX PACTEHUSAX).

1.406mas cymma mpoekra 24 000 000 (mBanuate 4eTblpe MUJUIMOHA)TEHIE,B TOM
quciec pa30UBKOH IO rojiaM, AJIs BBINOJIHEHUs paboT COrylaCHO MyHKTY3:

-Ha 2018 rog - B cymme8 000 000(BoceMb MUIITTMOHOB)TEHIE;

-Ha 2019 rox - B cymme 8 000 000 (BoceMb MUJIIMOHOB)TEHI€;

- Ha 2020 rox - B cymme 8 000 000 (BoceMb MUIJIJIMOHOB)TEHTE.

2 XapakTepucTHKa HAyYHO-TeXHH4YECKOH NPOoayKLHH N0 KBaTH(PHKALIHOHHBIM
NPU3HAKAM H YKOHOMHYeCKHe NOKa3aTe !

2.1 HanpaBneHue paboTbl:0M0TEXHOJIOTUS, T€HETHYeCKass HHXKEHEPHsI paCTEHHH.

2.2 Ob6nacTp npuMeHeHus: OUOTEXHOJIOTUsl PaCTeHUH, CEIIbCKOE X03HCTBO.

2.3 KoHeuHBblii pe3ynbTrar:

- 3a 2018 rom: Mns TpaHcopMauLMU XJIOPOIJIAcTOB pacTeHUH OyAyT CO31aHbl
peKOMOUHAHTHBIE MJIa3MHU/bl, COJEpIKallIle reH BUpyca ocnbl oBeuSPPV-117104 KOHTpoIeM
XJIOPOIUIACTHBIX ~ TPAHCKPUIILIMOHHBIX PperyjisTOpHBIX 3JeMeHTOB. bynmer mnposenena
TpaHchopMallus XJIOPOIIacToB pacteHuit Tabaka N. tabacum JIHK-koHcTpykuueld pNT4-A27L
MeTonoM OOMOApIUpPOBKH JIMCTHEB MUKPOYACTHLIAMH 3070Ta, OyAeT IOJydeHbl pacTeHHs-
pereHepaHTel, OyJeT NPOBEAEGHO HX TECTHpOBaHME Ha Hanuyue TpaHcreHa mertozom IILIP.
Bbyner nonana 13asiBka Ha NMaTeHT B Ka3axCTaHCKOe mareHTHoe Oropo, Oyner omyOiaukoBaH
OJIMH Te3HC B COOpPHUKE TPYOB MEXTyHApOAHOH KOH(EepeHuH.

- 3a 2019 roxa: PacreHus-pereHepanTs! OyoyT NpOTECTUPOBAHbl Ha HAJMYME TpaHCreHa
meronoM III[P. Conepxanme pexombunantHoro oOenxa SPPV-A27L B TpaHCIIaCTOMHBIX
pacTeHusx OyaeT OLEHEHO METOA0M UMMYHOONOTTUHIa.by1yT nolyyeHsl TOMOIIACTUAHbIE
TPaHCIIJIaCTOMHBIE pacTeHUs, cuHTesupywowue Oenok SPPV-A27L. T'omomnacTuaHOCTH
pacteHuil Oyaer moAaTBep)kAeHa MeToaoM rudpuamsauuu. Byayr omyOnukoBaHBI HE MeHee
2 (mByx) craTefi B pEHEH3UPYEMBIX 3apyOeHBIX M OTEUECTBEHHBIX HAyUHBIX H3IaHHAX C
HEHy/1eBbIM UMHakT-¢axTopoM (no 6azam Kazbl] umu PUHIY).

- 3a 2020 rom: Byner pazpaboraHa U ONTUMM3UPOBAHA TEXHOJOIHSA OYHCTKH

1

Ly fras
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[image: image14.jpg]2l IIpoBectH UIOJIb o1 Byner npoBenena
TpaHchopMaLIUio 2018 . HOsI0pst | TpaHchopMarusa
XJIOPOILIaCTOB PaCTEHUHN 2019 . |xI0pOMIAcTOB pacTeHHmit
tabaka N. tabacum JTHK- tabaka N. tabacum JJHK-
KoHCTpyKIiuel pNT4- KOHCTpyKuuen pNT4-
A27L meTtonoM A27L MetonoMm
6oMOap TMPOBKH JTHCTHEB H6oMOapIUpOBKH JIUCTHEB
MHKPOYaCTHLaMH 30JI0Ta. MHKpPOYacTHI{aMH1 30JI0Ta.

Byner nonana 1 3asiBka Ha
NIaTeHT B Ka3axCTaHCKOe
nareHTHoe O1opo.

Byner onmy6mixoBan 1
Te3UC B COOpHUKE TPYIOB
MEXAYHapOIHOM
KOH(EPEHLIUH.

2.2 TectupoBarh pacTeHHs- saHBapb 2019 MapT Pacrenns-perenepanTsl
pEreHEepaHThl Ha HATHYKE I 2019r. | 6yxyT mpoTecTHpOBaHBI
Tparcrena merogom II1P. Ha HAJIMYKE TPAHCI€HA

meroaom I1IP.

23 OueHuTsh conepxanue anpernb uonbp | Cozmepxanue
peKoMOHHAHTHOTO GenKa 2019r. 2019r. |pexombunaHTHOrO Genka
SPPV-A27LB SPPV-A27L B
TPaHCIUIACTOMHBIX TPaHCIUIaCTOMHBIX
pPacTeHHIX METOIOM pacTeHusx OyIeT OLIEHEHO
UMMYHOOJIOTTHHTA. METOAOM

UMMYHOOJIOTTHHTa.

3 [Tomyyurs 170200)1 no 1 bynyT nonydenst
rOMOILJIaCTUIHBIETPAHCILIA 2019 . HOAOpS | rOMOILIACTHIHBIE
CTOMHBIE PaCTEeHH, 2019r. |TpaHCIIIaCTOMHBIE
CHHTE3HpYIoIIHe OeoK pacTeHHs,

SPPV-A27L.
IToaTBepauTh
rOMOIUTaCTHHOCTD
pPacTeHHH METOAOM
rubpuau3aniu
HYKJIEHHOBBIX KHCIIOT.

CHHTE3UpyoLIHe OelI0K
SPPV-A27L. Byner
MOATBEPKICHA
rOMOIIIaCTUIHOCTD
pacTEeHHUH METOOM
ruOpuIu3aluu
HYKJIEHHOBBIX KHCJIOT.
Bynyt ony6iukoBaHbI HE
MeHee 2 (mByX)
cTaTedl B pelleH3HpYEeMBIX
3apyOeXHBIX H
OTEYECTBEHHBIX HAYYHBIX
U3/IaHUSAX C HEHYJIEBBIM
HUMIAaKT-()aKTopoM (110
6asam KasbLl wmu PUHI).

Horsy
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[image: image15.jpg]2l IIpoBectH UIOJIb o1 Byner npoBenena
TpaHchopMaLIUio 2018 . HOsI0pst | TpaHchopMarusa
XJIOPOILIaCTOB PaCTEHUHN 2019 . |xI0pOMIAcTOB pacTeHHmit
tabaka N. tabacum JTHK- tabaka N. tabacum JJHK-
KoHCTpyKIiuel pNT4- KOHCTpyKuuen pNT4-
A27L meTtonoM A27L MetonoMm
6oMOap TMPOBKH JTHCTHEB H6oMOapIUpOBKH JIUCTHEB
MHKPOYaCTHLaMH 30JI0Ta. MHKpPOYacTHI{aMH1 30JI0Ta.

Byner nonana 1 3asiBka Ha
NIaTeHT B Ka3axCTaHCKOe
nareHTHoe O1opo.

Byner onmy6mixoBan 1
Te3UC B COOpHUKE TPYIOB
MEXAYHapOIHOM
KOH(EPEHLIUH.

2.2 TectupoBarh pacTeHHs- saHBapb 2019 MapT Pacrenns-perenepanTsl
pEreHEepaHThl Ha HATHYKE I 2019r. | 6yxyT mpoTecTHpOBaHBI
Tparcrena merogom II1P. Ha HAJIMYKE TPAHCI€HA

meroaom I1IP.

23 OueHuTsh conepxanue anpernb uonbp | Cozmepxanue
peKoMOHHAHTHOTO GenKa 2019r. 2019r. |pexombunaHTHOrO Genka
SPPV-A27LB SPPV-A27L B
TPaHCIUIACTOMHBIX TPaHCIUIaCTOMHBIX
pPacTeHHIX METOIOM pacTeHusx OyIeT OLIEHEHO
UMMYHOOJIOTTHHTA. METOAOM

UMMYHOOJIOTTHHTa.

3 [Tomyyurs 170200)1 no 1 bynyT nonydenst
rOMOILJIaCTUIHBIETPAHCILIA 2019 . HOAOpS | rOMOILIACTHIHBIE
CTOMHBIE PaCTEeHH, 2019r. |TpaHCIIIaCTOMHBIE
CHHTE3HpYIoIIHe OeoK pacTeHHs,

SPPV-A27L.
IToaTBepauTh
rOMOIUTaCTHHOCTD
pPacTeHHH METOAOM
rubpuau3aniu
HYKJIEHHOBBIX KHCIIOT.

CHHTE3UpyoLIHe OelI0K
SPPV-A27L. Byner
MOATBEPKICHA
rOMOIIIaCTUIHOCTD
pacTEeHHUH METOOM
ruOpuIu3aluu
HYKJIEHHOBBIX KHCJIOT.
Bynyt ony6iukoBaHbI HE
MeHee 2 (mByX)
cTaTedl B pelleH3HpYEeMBIX
3apyOeXHBIX H
OTEYECTBEHHBIX HAYYHBIX
U3/IaHUSAX C HEHYJIEBBIM
HUMIAaKT-()aKTopoM (110
6asam KasbLl wmu PUHI).

Horsy
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[image: image16.jpg]4 Pazpaborars u SIHBaph utoHb | byner paspaborana u
ONTHMH3HPOBATD 2020r. 2020r. |onTUMH3HPOBaHA
TEXHOJIOTUIO OYUCTKU TEXHOJIOTHUsl OYUCTKH
PEKOMOMHAHTHOro Oenka PEKOMOMHAHTHOIO
SPPV-A27L u3 6enxaSPPV-A27Lu3
PACTUTEIPHON TKaHH. pacTUTEIbHOM TKAHHU.

4.1 Pazpaborartb u SIHBapb MapT Byner paspaborana u
ONTUMHU3UPOBATH 2020 r. 2020r. |omruMHU3MpOBaHA
TEXHOJIOTHIO OUMCTKH TEXHOJIOTUS OUHCTKH
pekoMOHMHaHTHOrO OeJka PEKOMOHHAHTHOTO
SPPV-A27Lu3 6enxkaSPPV-A27Lu3
pPacTUTENBHON TKaHHU. PaCTHTEIBHOW TKaHH.

4.2 [IpoBecTu npenapaTuBHOE anpesb uioHb | byner mposeaeno
BBIJICTICHUE U OUHCTKY 2020 . 2020r. |npemapaTHBHOE BBIAEIEHHE
6enka SPPV-A27Lu3 u ourctka 6enka SPPV-
pacTUTENILHON TKaHHU. A27L u3 pacTUTENIbHON

TKaHHU.

5 [lomyuuts ceMeHa 151103) 13 no 1 ByznyT nony4deHsl cemeHa
NIEPCIIEKTUBHBIX JIMHUHI 2020r. HOAOpS NIEPCIIEKTUBHBIX JTUHUH
TPaHCIUIACTOMHBIX 2020r. |TpaHCIUIACTOMHBIX
pacteHuil Tabax pacTeHuit Tabaka.

BynyTt onyOnukoBaHbl He
MeHee 2 (IBYyX) cTaTeii B
peLeH3uPYEMBIX
3apyOeHBIX HayUHBIX
U3/1aHU X, HIEKCHPYEMBIX
B 6azax naHHbIX Web of
Science unu Scopus ¢
HEHYJIEBBIM UMIIAKT-
(haxTopoMm.
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[image: image17.jpg]JlonmoHHUTEIBbHOE coryiamenne Ne 2
K I0TOBOPY HA rPaHTOBOe (PUHAHCHPOBAHHE
Ne 330 ot 02 anpeass 2018 r.

r. Acrana ot «A/ » 4~  2018r.

I'ocynaperBenHoe yupesxaenue «Komurer Haykn MunucreperBa 00pa3oBaHusi H HayKu
Pecy0mkxu Kazaxcrany», iMenyeMoe B abHeimem 3akazunk, B juie [Ipencenarens AGapacuiosa
bonarGexka CepuxOaeBnua nelcTByrommMii Ha ocHoBaHuHM [lomoxkenus o Kowmwurere Haykw,
YTBEPXKAEHHOTO MpHKazoM OTBeTcTBeHHOro cekperaps ot 4 uronst 2013 roga Ne96, ¢ onHOM CTOPOHBI,
1 PecnyOnukaHckoe rocyapCTBEHHOE NpEANpUsITHE Ha MpaBe XO3sICTBEHHOro BexeHUs «MHCTUTYT
MOJIEKYJISIpHOM Omosioruu u Owoxumuu uMmM. MLA. AlitxoxuHay Komutera Hayku MUHHCTEpPCTBA
oOpasoBanus U Hayku PecriyOmiku KazaxcraH, uMeHyeMoe B daibHeimeM VICoTHUTENb, B JIUIIE H.O.
T€HEPAILHOIO TUpeKTopa AUTX0xuHON H.A., nefcTByIOIIero Ha OCHOBAaHUHU Y CTaBa, YTBEPXKICHHOIO
oT «24» nexabpst 2015 roma Ne 1577 u mpukaza ot «14» mapra 2018 roma Ne 34-Ory, ¢ npyroi
CTOpOHBI, Ha ocHoBaHUM cTaTthu 401 ['paxknanckoro koaekca PecryOmuku Kasaxcran, nocraHoBieHUs
[IpaButenscrBa PecniyObnuku Kaszaxcran ot 25 mas 2011 roma NeS75 «O6 yreepxnenun [Ipasun
6a30BOro, IpaHTOBOIO, IPOIPAMMHO-IIENEBOrO (PMHAHCUPOBAHUS HAyYHOM U (MIM) HaydHO-
TEXHUYECKOH JEATEIbHOCTHY, pelleHuss HarmoHanpHOro HaydyHoro coseta 1o npuopurery «Hayku o
KH3HH M 3[0poBbe» (mpoTokon oT 19 smBaps 2018 roma Ne2, mportokon ot 19 mapra 2018 roma
Ne 5, mporokon or 17 ampens 2018 roma Ne6, mporokon or 17 mas 2018 roga Ne7) zaxmounmm
HacTosmiee  JIONIONTHUTENBHOE —COTNAlIEHHe K JOrOBOpY IO TPaHTOBOMY (DHHAHCHPOBAHHIO
ot 02 anpesst 2018 roma Ne 330 (nanee — JIoroBop) o HEKeCTEAYIOMEM:

1. IIpunoxenus 1.1, 1.2, 1.3 JloroBopa H3/I0XHTH B HOBOW pENAKIMH B COOTBETCTBHUHU C
NPUIOKEHUAMH 1, 2, 3 K HaCTOAIIEMY JOTIOIHUTEILHOMY COTJIAIICHHUIO.

2. Cpok meiicTBHS HACTOSIIETO JOMOJHUTEIRHOTO coramieHus 10 31 nexabps 2020 roza.

3. JlonoHUTENBHOE COTTIAllIEH e SBISETCS HEOTheMJIeMOi yacThio JloroBopa.

4. Ycnosus JloroBopa, He 3aTpoHyTHIe HacTosmuM CoraneHueM, OCTaloTCsl B HEM3MEHHOM
BHJIE.

5. JIOTIOJTHUTEIBHOE COTJIAIIEHUE COCTABIIEHO B IBYX 9K3EMILISIPAX, 110 OJHOMY K3EMIUISAPY
JUT Kakaoi u3 CTOPOH, MMEIOIIUX OJMHAKOBYIO IOPHINYECKYIO CUITY.

3aka3umnK: UcnosHuTe N b:

['Y «KomuteT Haykn MuHnKcTepeTBa 0Opa3oBanua U PecryOMKaHCcKoe rocyaapCcTBEHHOE
Hayku PecriyGmkn Kasaxcrany NpeNpHATHE HA [paBe  XO3AUCTBEHHOTO
r. Acrana, npocriekT Monrinik Ex, 8 BeJieHUST «VIHCTHTYT MOJIEKYJISIpHOM Ouonoruu

BKH 061 140 007 608 u onoxumuu uM. M.A. Alitxoxnaay Komurera

BUK KK MF KZ 2A

MUK KZ92 0701 01KS N00O 0000 gzzﬁ%ﬁii"égf;g:ﬂ SOpMSCSESET W My
Koe 11 ’ b

PI'Y «Komuter KasnaueiicTsa MunucrepcTsa FOpunuyecknit anpec:

(unancos PK» 050012, r. Anmarsl, yi. JlocmyxamenoBa, 86

Ten. 87272 (92-18-52)

WK KZ37 8560 0000 0001 3198

BAHK AO «banklleaTpKpeaur», r. AnMarsl
BUK KCJBKZKX

A apacuJioB b.C.




 
[image: image18.jpg][punoxenus 3
k loroBopyNe oT. 2018 r.
Ha rpaHToOBOE (PHHAHCHPOBAHHE

TEXHUYECKAS CIIEHU®HUKALIUA U
KAJIEHJIAPHBIN IIAH PABOT

ITo norosopy Ne or 2018 rona

1 Pecriy6/1nKkaHCKOe rocy1apcTBeHHOE NPEINpPHSITHE HA NPaBe X035 CTBEHHOT0
BegeHus «MHCTHTYT MoJsIeKy IsipHOii 6Ho/IorHH B GnoxumMuH uM. MLA. AHTX0KHHA»
Komurera Haykun MunncreperBa obpasoanus u Haykn Pecry6smmkn Kasaxcran

1.1 o npuopurety: 4. Hayku 0 )XM3HH U 3J0pPOBbE

1.2 Tlo noampuopuTtery:4.1 ®yHnaMeHTaIbHbIE M NPUKIAIHBIE HCCIEN0BAHMS B 061acTH
Ouonorun (PuznonorHyeckue, OHOXUMHYECKHE M MOJEKYISIPHO-TEHETHYECKHE MEeXaHHU3MBI
)KU3HE/ESTEIbHOCTH PAcTeHMil, KUBOTHBIX M YEJOBEKA. MX ajaNTalud K OHOTHYECKHM H
abuoTrueckuM (hakTopam cpesbl oouTanus). [IpukiagHble HayYHbIE HCCIEI0BAHHS.

1.3 Tlo Teme mnpoekta: UPH Ne AP05132066«Pa3zpaboTka TEXHOIOTHH SKCIIPECCHH
PEKOMOMHAHTHBIX aHTUICHOB BHPYCa OCIIBI OBEIl B TPAHCIIACTOMHBIX PACTEHUSIX).

1.4 Obmascymma npoekta 24 000 000 (1BaguaTh YeThIpe MUJUIMOHA)TEHTE,B TOM YHCIIEC
Ppa3OUBKO#f 10 rofaM, Uit BBIIOJIHEHHUs: pabOoT COTMIACHO MYHKTY 3:

-Ha 2018 rox - B cymme8 000 000(BoceMb MHJLTHOHOB)TEHTE;

-Ha 2019 rox - B cymme 8 000 000 (BoceMb MH/UTHOHOB)TEHTE;

- Ha 2020 rox - B cymme 8 000 000 (BoceMb MHJIIHOHOB)TEHTE.

2 XapaKTepHCTHKA HAYy4YHO-TeXHHYECKOI MPOIYKLHH 110 KBAIHPHKAUHOHHBIM
NPH3HAKAM H YKOHOMHYECKHEe M0Ka3aTe/ I’

2.1 HampaBnienne paGoThl:0MOTEXHOIOT U, TEHETHYECKAs! HHKEHEPUS PaCTECHHUIA.

2.2 O6nacTb NpUMEHEHHS: OHOTEXHOJIOTHS PACTEHHH, CeIbCKOe XO3SHCTBO.

2.3 KoHewHBIi pe3yipTaT:

- 3a 2018 rom: Jlas TpaHcopMmalMi XJIOpOIUIACTOB pacTeHHil OyayT CO3[aHbI
PEeKOMOMHAHTHBIE IIa3MH/BI, COAEPIKAIIHe I'eH BHpyca ocmbl oBeuSPPV-117mon KOHTpOIeM
XJIOPOIUTACTHBIX ~ TPAHCKPUIILMOHHBIX ~ PETYJIATOPHBIX ~ 3JIEMEHTOB. byzer  mpoBeseHa
TpaHcopMarMsl XJIOpOIIacToB pacrenuil Tabaka N. fabacum JIHK-xonctpykimeir pNT4-A27L
MeTonoM OOMOApIMPOBKH JIMCTBEB MHKPOYACTHIAMH 307I0Ta, OYIyT MOIy4YeHBl pACTEHHS-
pereHepanThL.Byer mogana 1 3afBKa Ha NAaTEeHT B Ka3aXCTaHCKOE IaTeHTHOe Oropo, Oymer
OIyOIMKOBaH OJMH Te3UC B COOPHHUKE TPYI0B MEKIYyHAPOAHOH KOH(EpeHIHH.

- 3a 2019 rox: Pacrenus-pereHepantbl OyZyT NMPOTECTHPOBAHbI HA HATHYHE TPAHCTEHA
metozom IIIP. Conepxanme pexomOuHaHTHOro Oenka SPPV-A27L B TpaHCILIACTOMHBIX
pacTeHusxX OyJeT OLEHEHO METOAOM HMMYHOOJOTTHHra. ByIyT MOJy4eHBI TOMOIUIACTHIHBIE
TPAHCIUIACTOMHBIE ~ PAacTeHHs, CHHTe3upyromue Oenok SPPV-A27L.I'oMoIuIacTHIHOCT
pacteHuii OyzerT TNOATBepXKIEHa METOAOM TruOpuauM3anuu.BynyTomyGInKoBaHbIHE MeHee
2 (mByX) crareil B pelEH3HPYEMBIX3apyOeKHBIXH OTEYECTBEHHBIX HAy4YHBIX H3JAaHHIX C
HEHYNIeBEIM UMMakT-pakropoM (o 6azam KazbLl umu PUHIY).

- 3a 2020 rom: byner paspaboTaHa M ONTHMH3MPOBAaHA TEXHOJNOTUS OYHCTKH
pexomOuHanTHOro GenkaSPPV-A27Lu3 pacturenbHOM TKaHH.ByneT NpoBeneHO mpernapaTHBHOE
BBIIeIeHHe U ouncTKa Oenka SPPV-A27L u3 pactutensHO# TkaHM.BymyT monmydeHsl ceMeHa
TIEPCIIEKTUBHBIX JIMHUH TPaHCIUIACTOMHBIX pacTeHHi Tabaka. Byayr omyGmukoBaHbIHE MeHee
2 (aByx) crateii B peUEH3MPYeMBIX 3apyOeXHBIX HAYYHBIX H3[AHHSIX,HHICKCHPYEMBIXB
6asaxnanaeix Web-of-Science mmm Scopus ¢ HeHyJIEBBIM UMITAKT-(pAaKTOPOM.

2.4 I1aTeHTOCIIOCOOHOCTB: Pe3yIbTaThl HCCIENOBAHUH TATEHTOCTIOCOOHBL.




[image: image19.jpg]2.5 HayuHo-TexHHYeCKHH ypoBeHb (HOBH3HA): BhICOKHI. Briepssie B PK mpemaraercs
pa3paboTaTh TEXHOJIOTHIO 3KCIIPECCHH PEKOMOHMHAHTHBIX OEJIKOB B XJIOPOILIACTaX pacTeHHH Ha
IpHMepe aHTHI€Ha BHPYyCa OCIIBI OBEILL.

2.6 Vcnionb3oBaHue HAYYHO-TEXHHUECKOH Mpoaykuun ocymectsisiercs: PITI «AHcTHTYT
MoNeKynsipHO# O6nonorayu u 6uoxumun um. M.A. Aittxoxuray KH MOH PK.

2.7 Bua HCHONB30BaHHS pe3ynbTaTa HaydyHOM W (WIHM) HAyYHO-TEXHHYECKOH
JeATENbHOCTH: HaYUHBIH OTYET, Hay4YHbIe ITyOIHKAL[HH 110 TEME, IATEHT.

3 HawmmenoBanue paGoT, CPOKH HX PeaJIH3AUHH H Pe3yIbTAThI

Hiudp |HaumenoBanue pabot 1o | Cpox BemonHenus | OjuJaeMBIH pe3yJIbTaT

3ajaHus, | JIoroBopy M OCHOBHBIE [oc o = o e

JTana 9TaIbl €ro BBIIOIHEHUS

1 Knonuposats ren SPPV-  |sHBaph HIOHB Byner npoBeneHo KIIOHHPOBaHHE
117 B XIIOpOILIACTHBIN 2018r.| 2018T. reHa SPPV-117 B
BEKTOP. XJIOPOILIACTHBIH BEKTOP.

1.1 Knonuposars ren SPPV- STHBaph MapT I'en SPPV-117 Gynet KIOHHPOBaH
117 B GaKkTepHaIbHBIT 2018r.| 2018T. B GakTepuabHbLi Bektop pHK20
Bextop pHK20 mox 1071 KOHTPOJIb XJIOPOILIACTHBIX
KOHTPOJIb XJIOPOILIACTHBIX PEryJISTOPHBIX JIEMEHTOB.
PEryJIATOPHBIX JIEMEHTOB.

L2 Krnoruposars JIHK-kaccerty | anpens mionb  |[IHK-kaccera /PrrnL- SPPV-117-
[PrrnL- SPPV-117-TrbcL] |2018r. 2018r. | TrbcL] Gyner mepekIOHHpOBaHa B
B BekTop pNT4. BekTOop pNT4.

2 TIpoectr Tpanchopmarmio | HrOIb Hions Byner npoBenena Tpanchopmaris
xioporactoB N. tabacum | 2018 r. 2019 . xyoporuiactoB N. tabacum
nomydenHoi JIHK- noydenHoit JIHK-koHcTpykumeit,
KOHCTPYKIIMEH, TOTy4HTh OyIyT OTyYeHBI pacTeHHS-
PacTeHHs-pereHepaHTsl, PpereHepaHTEl, 6y/IeT MPOBEIeHO HX
TECTHPOBATh UX Ha HATHIHE TECTHPOBAHUE HA HATHYHE
TpaHcrena Merozom I1LIP, Tpancrena meroznoM I1LIP, 6yner
OLICHUThH COJEpPIKAHHE OIIEHEHO COZiepIKaHue
PeKOMOHWHAHTHOTO Gernka pexoMOuHaHTHOTO Genka SPPV-
SPPV-A27L meromom A27L MeTonioM IMMYHOGIIOTTHHTA.
HMMYHOOJIOTTHHTA.

2:1 ITposectu Tpanchopmammio |monb | 1o 1 HosGps | Byner nposenena tpanchopmanust
XJIOPOIIIACTOB PACTEHHIA 2018 r. 2018 r.  |xJOpOIIACTOB pacTeHHuit Tabaka
Tabaxa N. tabacum JTHK- N. tabacum JTHK-KoHCTpyKIHEH
KoHCTpyKImeit pNT4-A27L PNT4-A27L metonom
MeTozoM GoMbapapOBKI 60MOapAMPOBKY JINCTHEB
JIACTBEB MUKPOYACTHIIAMU MHKPOYACTHI[AMH 30JI0Ta.
3010Ta. Byner nonana 1 3asBka Ha aTeHT

B Ka3aXCTaHCKOE MaTeHTHOe GIopo.
Byner ony6imkoBan 1 Te3uc B
COOPHHKE TPYIOB MEXKTYHAPOTHOM
KOH(EPEHIHH.

2.2 TectupoBatk pacTeHHs- STHBaph MapT Pacrenns-perenepantsl 6yayT
pereHepanTs! Ha Haymure | 2019 1. 2019r. TIPOTECTHPOBAHBI HA HAIHIHE
Tpancrena meromoM [TIP. Tpancrena merozom ITI1P.





[image: image20.jpg]2.3 OUEeHHTD cozlepKaHne anpes HIOHB Coneprxanue peKOMOHHAHTHOTO
pexoMOuHaHTHOTO Genka | 2019 . 2019r. 6enka SPPV-A27L B
SPPV-A27L B TPaHCILUIACTOMHBIX PaCTeHHSIX
TPaHCIUIACTOMHBIX Oy/IeT OLEHEHO METOOM
PACTEHHSIX METOIOM HMMMYHOOIOTTHHTA.
HMMMYHOOJIOTTHHTIA.

3 IMomyunts uronb | 10 1 Hos6ps | BynyT nomydens
TOMOIUIACTHIHbIE 2019r. 2019r. TOMOILTACTHIHEIE
TPAHCIIACTOMHEIE TPAHCIIACTOMHBIE PACTEHHUS,
PacTEeHHs, CHHTE3UPYIOIIHE cunTe3upyronme 6exox SPPV-
6enok SPPV-A27L. A27L. Byner moxrBepikieHa
ITonrBepauTh FOMOILTACTHAHOCTh PaCTeHHIt
rOMOILTACTHIHOCTD METOJIOM T'HOpUIH3aLUH
pacTeHHi METOIOM HYKJIEHHOBBIX KHCJIOT.
ruOpuIM3aHK Bynyt ony6nukoBaHs! He MeHee
HYKJIEHHOBBIX KHCJIOT. 2 (nByx) crarei B

PELEH3HPYEMBIX 3apyOeKHBIX U
OTEYECTBEHHBIX HAYIHBIX
H3/IaHHSX C HEHYJICBBIM UMITaKT-
taxropom (mo 6azam Ka3BL[ wim
PUHII).

4 Pazpabotats u SIHBAph HIOHB Byner paspaGorana i
OITHMH3HPOBATh 2020r. 2020 r. ONTAMH3HUPOBAHA TEXHOJIOTHS
TEXHOJIOTHIO OYHCTKH OYHCTKH PeKOMOUHAHTHOTO
pekoMOHHAHTHOTO Gerka 6Genka SPPV-A27L u3
SPPV-A27L u3 PACTHTENBHOH TKaHH.
PacTUTENHOM TKaHU.

4.1 Pazpabotats 1 STHBAPh MapT Byner pazpaborana u
ONTHMHU3HPOBATh 2020r. 2020 . ONTHMHM3HPOBAHA TEXHOJIOTHS
TEXHOJIOTHIO OYHCTKH OYHMCTKH PEKOMOUHAHTHOTO
PpeKOMOHHAHTHOrO Gernka 6enxa SPPV-A27L u3
SPPV-A27L u3 PACTHUTEIBHOM TKaHH.
PacTUTENNBHOM TKaHH.

42 IIpoBecTu npenapaTuBHOE | ampernb HIOHB Byner npoBezieHo npenapaTuBHOE
BBIIE/IEHHE U OUHUCTKY 2020 . 2020T. BBIJIETICHHE U OYHCTKA OenKa
Genka SPPV-A27L u3 SPPV-A27L u3 pacTaTensHOM
PACTUTEILHON TKaHH. TKaHH.

5 TTomyuuts cemena mone |10 1 Hos6pst | ByayT momydens! cemena
MEePCTIEKTHBHBIX JIMHHI 2020 r. 2020T. | mepCreKTHBHBIX JIMHUIA
TPaHCIIACTOMHBIX TPaHCIUIACTOMHBIX pPaCTeHUH

pacTeHwmif Tabaka.

Tabaka.
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MOJYYEHUE TOMOIUIACTUIHBIX TPAHCIIJIACTOMHbBIX PACTEHUM NICOTIANA
TABACUM

Aprumbaesa T. V.
Kasaxckuit Haunonanbubiii Yuusepeurer uvenn anb-dapabu, Anmarsl, Kaszaxcran
98.constantine.98@gmail.com

Bupyc ocnbl oBeu (BOO, Sheep Pox Virus, SPPV) ornocutes k pony Capripoxvirus, BXxoasiiemy B
cemeiictBo  Poxviridae. 3abonesanue, Bbi3bIBAEMOE [aHHBIM BHPYCOM, HAHOCHT YIIEpPO CebCKOMy
X039HCTBY, OT/IHYAETCA BBLICOKHM MalleXKOM CKOTA M OTHOCHTCS K 0CoB0 onacHbiM 3abonesanusm. Bupyc
WHPOKO pacripocTpaHeH mo Beei Cpeanelt u Lientpanshoi Asum, a Taoke B CepepHoii Appuke. Kpome
OBEll M KO3 K OCNE BOCTIPHMMHYMBLI H HEKOTOpbIC JHMKHE XWBOTHbIC (Caifraku, KO3pOTH, raseid).
DbdexTuHbIM CpeaCTBOM npeaynpexaeHHs HHEKIMOHHbIX 3aboneBanuii sBaseTcss BakuuHauwus., B
HacTOsILEE BPeMS JUisi POGMIAKTHKH JlaHHOTO 3a60neBalus B KasaxcTane u conpeneibHbIX rocy1apeTpax
MCMONb3YIOT KyJILTYPaibHYHO BaKIMHY Ha OCHOBE aTTeHyupoBaHHoro wramma «HUCXHW» BOO. Bakumtbi,
OCHOBAHHbIC HA KMBbIX ATTEHYMPOBAHHBIX LITAMMAX BHPYCOB MOTEHUHAILHO ONACHBI, Tak KAK CIOCOGHDI
pexoMOMHHpOBaTL ¢ 0Opa3oBaHMeM BUPYJICHTHBIX wWTaMMoB. Kakue-1ubo criocoObi OMHCTKH He AaloT
rapaHTHH MOJHOTO M30aBJENNA OT MMKOMIA3MEHHBIX W NPHOHHLIX areHToB. JTa npobiemy peiwat
cyObeMHuUHbIE  PEKOMOHHAHTHBIE BAaKUMHBI, OTHOCSLIHECH K HOBOMY TOKOJMCHHIO d(HEKTHBHBIX
HMMMYHH3HPYIOLIMX TPENapaTos.

Llenblo 1aHHOrO MCCIICNIOBAHHS ABJIAETCA NOJYHEeHHe TPAHCIUIACTOMHBIX FOMOILIACTHHBIX PAaCTEHHH
Nicotiana tabacum, kcnpeccHpylolMX B Xnoporactax red SPPV, KOAMPYOLLHI UMMYHOreHHblH Genok
SPPV-A27L. DxcnpeccHs TPaHCTEHOB B MIACTHAAX WMEET MAaccCy MPCHMYLIECTB Tepel $AepHOM.
KonuuecTo pekoMOMHaHTHBIX GEKOB B XJIOPOMIACTAX HA HECKOJILKO IOPAIKOB BbILE 10 CPABHEHHIO C
ANepPHOH JKcnpeccHel u aocTuraet 1-25% OT cyMMapHOro pacTBOPHMOro Genka, a B MCKIIOYHTENbHBIX
cnyyasx pocturaer 72%. Mcnonmb3osanue pactennii Tabaka B Kauectse Guodpabpuk 0GOCHOBaHO
6€30MacHOCTbIO H3-33 OTCYTCTBHMSI MATOTGHHBIX BMPYCOB YEIOBEKA, HM3KOH CeBECTOMMOCTbIO, HalMuMeM
GOTbUIMHCTBA  XJIOPONAACTHBIX BEKTOPOB, BBLICOKOM CKOPOCTbIO POCTA, BO3MOXHOCTBIO BBICAAKH W
TIOJIyHeHHEM CeMSIH.

Pactenns Tabaka TpaHC(OPMHPOBANMCH XJIOPOILIACTHBIMH BCKTOPAMM METOAOM GHOGANIMCTHKH C
MCII0JIb30BAHHEM MMKPOYAcTHL 30710Ta. TpaHcdopMUpOBaHHbIE IKCIUIAHTbI BhipaMBain Ha cpege MC ¢
nobasnenvem 3% caxaposst, 1 mr/a BAIl (6-6ensunamunonypun), 0,1 mr/n HYK (nagrunykcycnas
kucnora), 0,7% arapa W CEEKTHBHOTO aHTHOMOTHKA - CIIEKTHHOMHMUMHA. Bbulo nposeneso 4 paymia
pereHepaiuu pacTenuii Tabaka.

AHanu3 TPaHCMACTOMHBIX pacTeHuH ocyuwecTsisics Meronom CaysepH-6i0T. KoMmbioTepHbIM
ananu3oM GbLiu 110106paHbl PECTPUKTA3bI, HE BXOASILME B COCTAB MEPEHECEHHOM KOHCTPYKLUMH. Meuenne
onbiTHeIX 06pasuos JIHK, noaseprumxcs pectpukunyu ocymectsisioc DIG-npoGoii aukoro pacrenus
pasmepom B 700 n.n. Msobpaxenne JIHK, nomyuensoro B pesynbrate GAOTTHHIA, JOKA3bIBAET HAIMYUE
BHPYCHOro 0eJika, IKCMPECCHPOBAHHOIO XIIOPOMIACTAMH PACTCHUS B BMAE MOJIOC, HAXOASLUAXCS BbILIE
JIHKOFO THNA.

Hayunwiti pykosodumens: x.6.n. Cmanbexoea I'. 3., k.6.n. Lllanaxvemosa I'. A.
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Sheep pox s a severe illness casing mass death among small ruminants. Epizootics
in different countries including Republic of Kazakhstan leads to great econonic loses.
Sheep pox virus (SPPV) belongs to Capripoxvirus gems of the Pexvirida family.
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‘used for rabbit immmnization. Antibodies raised to tecombinant proteins showed virus
‘nentralizing activity. pACT2 veclor was wsed to express proteins in Saccharomyces
carsvisiae cells (CG 1945 stain). Only A27L protein successfully expressed in yeast
celts. Transgenic Nicoriana tabacum and Brassica napus plants expressing vial proteins.
were obtained after transformation by pCambia 2300 vectors containing viral genes,
translational enbancers and sequences for signal peptides to target recombinant profeins.
into chloroplast or endoplasmic reticulum. A higher recombinant protein yield was
achieved when using transient expression (magnification) in Nicofiana benthamiana
leaves. Maximal viral protein level was obtained in transplastonsic N. tabacum plants
‘canrying viral genes in the chloroplast genome. L1R.profein tend to form di- and trimeric
formss in . col and plants. Synthesized proteins may be used for development eficient
recombinant subunit vaccine against sheep pos.





3
Бейсенов Д.К., Аргимбаева Т.У., Станбекова Г.Э., Искаков Б.К. Синтез иммуногенного домена белка L1R вируса оспы овец в рапсе // Ветеринария, Зоотехния и Биотехнология. -2019. -№8. - С. 45-54. ИФ РИНЦ – 0,302 (2017 г).
[image: image30.png]@excpassaoe rocyaspersemos Gozmersos
o5pasosaressuos yupemacae BuCHero o5pRIORS
“Mocxoncxas rocyaapcTReRRAR axazeMIS BOTSpERAPHOE
sve zmms m GRoTaxROAoraE - MBA mmexn K. HL. Cxpaoza:
‘Haaaresscxut 20w -Haywmas Sassnorexa:

BETEPHHAPHA,
300TEXHUA U
BHOTEXHOJIOTHA

PR ——
Ne8,2019r.




[image: image31.jpg]BeTepuHapus,
300TEeXHHUA U
BuoTexHoONMOrNA

Hayuno-tip akTunyeckuii :xy pHaI
Beixogur 1 paz B mecan,
Ne 8, 2019

Kypuana saperucrpuposas B MUHUCTEPCTBE CBA3M H MAaCCOBBIX KOMMYHUKA I,
DepepaabHOil ciay:kGe mo Hag3opy B cdepe cBaan, nHGOPMAIMOHHBIX TEXHOJIOTHIT
u maccoBbix kommyanranuiit (POCKOMHAJI3OP). CengereasCTBO O perucrpamnuu cpeacTea
maccosoit nagopmarmu [T Ne ®C 77 - 55860 or 07.11.2013

Vupegurenn: Qemeparstoe rocyIapeTBeHHOe GIOMReTHOS 06pa3oBaresbHOe YUpemIeHne
BhIcIIIero obpasosanus «VockoBCKas TocyIapCTBEHHAA AKaIeMIA BETePUHAPHON MeIUITHHEL
u 6uorextosornu — MBA umenn K. 1. Crpabuna, ObiectBo ¢ orpaHnyeHHON
orBercrBeHHoCThIO «3maremscknii mom «HAYVUYHAA EUBIITMOTEKA»

HNanarenn: OO0 «Manareancknii nom « HAYYHAA EUBJINOTEKA»

I'naeueiii pegakrop: Bamakupes Huwkosrait Anexcanaposuy — akagemur PAH,
@I'BOY BO MT'ABMuB — MBA nmenu K. . Ckpsabuna

Yrenbl peakIMOHHON KOLTErnn:

Bacunesuu @. U. — aragemur PAH, ®TBOY BO
MI'ABMuB — MBA umenu K. 1. Crpabuna

Tymorus M. H. — aragemur PAH, ®T'EHY OHIT
BUSB PAH

Hespummos J. A. — anen-roppecnorgest PAH, @TBEOY BO
MI'ABMuB — MBA umenu K. 1. Crpsabuna

JHoposxrus B. 1. — akagemur PAH, BHUIBCTS —
uman OPTEHY OHIT BHISB PAH

Batines C. 0. — gorrop 6uosorudeckux Hayk, npodeccop
©I'BOY BO MT'ABMuB — MBA umenn
K. 1. Crpsabuna

Kanammuros B. B. — arkanemur PAH, ®T'EHY BHU
KOHEBOIICTBA

Kounm 1. 1. — aragemur PAH, ®I'EOY BO
MI'ABMuB — MBA umenu K. 1. Crpsabuna

Marcumos B. 1. — nokTop 6H0JI0THUECKAX HAYE,
npodeccop PTBOY BO MT'ABMuB — MBA umenn
K. 1. Crpabuna

Coraurosa JI. @. — TOKTOp BeTepHHAPHEIX HAYK,
npodeccop PTBOY BO MT'ABMuB — MBA umenn
K. 1. Crpabuna

Cuecapenro H. A. — 1okTop OHOJIOTHYIECKUX HAYK,
npodeccop DTBOY BO MT'ABMuB — MBA umenn
K. 1. Crpabuna

Cawmyitnenro A. fl. — aragemur PAH, ®I'EHY BHU TuBII

CrerompuuroB A. A. — arkanemur PAH, ®I'EOY BO
CII6GI'ABM

ITesronssac B. H. — norTop BeTepUHApPHEIX HAYK,
npodeccop PTBOY BO MI'ABMuB — MBA umenn
K. V. Crpatuna

Bpenur B. — noxtop, npodeccop, THCTUTYT BeTepuHApHO
MeIUIUHEL, YHHBepcHTeT ['eTrunrena, 'epmanna

Bappausu A. B. — I0KTOp BeTepHHAPHBIX HayK, npodeccop,
HanpoHanbHbli arpapHHH yHEBEPCHTET AP MEHIH

Ilrapre A. — Jlefinnurcrkuit yHuBepcuTeT, ['epMannsa

PenariimoHHO-9KCIIEPTHEIN COBET:

TunaeBa E. A. — nokrop 6uosorudeckux Hayk, rpodeccop
OI'BOY BO MTTABMuE — MBA mmenn K. 1. Crpsabuuaa
(pencenaresns)

JesmioB A. A, — ZOKTOpD BeTepHHAPHEIX HAYK, TIpodeccop
OI'BOY BO MTTABMuE — MBA mmernn K. 1. Crpsabunaa
(3aMecTHTEIb TIpeficenares)

Baraii A. B. — Z0KTOD CeIBCKOX03 MACTBEHHBIX HAYK, Tpodeccop
OI'BOY BO MTTABMuE — MBA mmernn K. 1. Crpsbuaa

Bacunesckuit H. M. — 10KTOp BeTepHHAPHBIX HAYK, TIpodeccop
QOI'BY «DIITPB-BHUBH»

TI'psasuesa T. H. — nokrop 6uoorideckux Hayk, mpodeccop
OI'BOY BO MTTABMuE — MBA mmernn K. 1. Crpsabunaa

Hoanos C. A. — nokTop GHOIOMHYECKHX HAYK, TIpodeccop
OI'BOY BO MTABMuE — MBA mmernn K. 1. Crpsabunaa

TTumenos H. B. — qokrop 6Womoraueckix Hayk, Tipodeccop
PAH, ©®T'BOY BO MI'ABMuB — MBA mmerm
K. H. Crpsatunaa

IOpapmuecknii anpec &ypHaIa:

127566, r. Mocksa, AnrydbeBcrkoe mmocce, 1. 48, kopi. 2

Tenedonsr: +7 (495) 592-2998, 8-916-925-5954
E-mail: idnbl 1@yandex.ru, sci®mgavm.ru
Internet: http://www.sciencelib.ru
Beperra: Caupudosa O.1
Homucano B megars: 22.08.2019. @opmar 60x90 1/8
Ilena morosopras. O6sem 10,5 s Tupas 5000 aka.

Ommeuarano e Tanorpadms 000 «Karmrep»
. SIpocaemns, yn. llonymrmaa Powa, 16, crpoerne 66a
E-mail: kancler2007@yandex.ru

CTaThl pemeHsHpyoTCI
IlepemeuaTra MaTepHAIOR, OIyGIMKOEAHHEIX B KyPHAIE
«BeTepHHApH, 300TEXHHSI H GHOTEXHOJIOTH T, IO CKAETCH
TOJIBKO ¢ IACHMEHHOTO PA3peLIcHAd PeIaKIHH
OTBETCTEEHHOCTE 32 JOCTOEEPHOCTH P eKIAMHBIX
OGBIBIEHAN HECY T PERIAMOTATETH
Kypuan exmoven B Poceniicknii AENEKC HAYYHOTO
muraposasna (PUHI), magercupyerca 8 Hayunoi
anerxrporHOH GmGmorerke eLIBRARY.RU (Poccra)
Touka 3peHHI ABTOPOE CTAaTeH MOKeT He COBIAaaTh
¢ MHEeHHEM PeJaKIun

Pemrermem Bricieit arrecranponsoil komuccnu npu Munncereperee oGpasosanng u Haykn Poccniickoit @ enepammm
(BAK npun MunoGpuayku Pocenn) :xypuan exnoueH B [lepeuens peneH3Hp yeMBIX HAYYHBIX H3TAHMIL,
B KOTOPEIX JO/IZKHEL OBITE ON Y0/ IHKOBAHEI OCHOBHEIE HAYYHEIE Pe3y/IETaTHI JHCCePTal il
HA COHCKAHHE Y4eHOH CcTelleHH KaHAHIATa HAyK, HA COHCKAHHE YIeHOl CTelleHH JOKTOPA HAyK

© @I'BOY BO «MockoBckasi rocyIapCTBeHHAs aKaeMItsi BeTepUHAPHOH MeuiiHEl 1 Guorexuosorum — MBA mvernu K. . Crpsibuna»
© 000 «Magatenbcrnii oM «HAYIHAA BUEBJINOTEKA»




[image: image32.jpg]2019, Ne 8

COAEPXKAHHUE

BETEPHMHAPHA

Neouun A. I'., Cycnonosa O. B., Cmupuosa C. JI., Pomescraa WU. M. Daexrtpokap-
JIHOTPAMMA KPBIC P MPHUMEHEHUH MPETIAP ATA €AJIBTACOIDY .. cvvevieieiierieetieseeeie e eneneeees

HapOHHH N. A. Cocrosauune Iopoa MOJIOYHOT'O CKOTAa OTeYeCTBeHHOU CesIeKITNN, IyTH CO-
XpaHeHUud U COBEPIIEHCTBOBAHUA UX I‘eHOd)OH,Z[a

Mamuaumaes B. 1., Bosposa JI. 1. Cpoku jeiicTBust uBepMeKa u ajb0eHa IpH CTpOoH-
TUJIATO3aX TMUIIEBAP UTEIHHOTO TP AKTA JIOTIIATCH «...veivrieesseiesuiestiesseessaeesteesbeeseeenseenneeneenns
Quiaunmosa O. B., ®posnos A. 1., Maciosa H. 1. Kommniexcuas nobaBka j1s Tesisar
MOJIOUHOTO TIEPHIOTA ¢t envrerseesneesseesseesssessseesssesseeasseasseassees e enseesseanseanseaaneennessesss ssseassensaneneean
I'peuro B. B., Boaposa JI. ®., Opunuuukos /1. K., Asnees /1. B. MopdoJtorusa moJty-
MeperoHYaTol MBIIIIEI B OHTOreHe3e, Kak criocol JuardocTnkn 3aboeBaHuil anmapara
TTBYEOTOM JTORONIOTIUEVTY BV s s a0 5 4 s A B B s
Buarossickuii . @®., Kapymmu 11. K., Bataukor 10. A., Quaurnmosa E. 1O.,
Tmmabkos 1. B. Ananms BesknBaeMocTH co0ak moce XUPYPruvecKoro yaaJdeHus OIy-
XoJIeli CIMHHOTO MO3Ta . .
JBeﬁCeHOB . K., AprumbGaena T. ¥., CrauGerosra I. 3., Uckakor B. K. Cunres nm-
MyHOreHHOro JoMeHa 6esika L1R BHPyCa OCIBI OBEIL B PATICE ......ccevveeieieieieieiesiiesiiesiaesneas

300TEXHUA

Bpuragupos 0. H., Komtaper B. H., Mamxypuua O. A., Epmonosa T. I'., Jlo6a-
HOoB A. D. BangHie koMOHHUPOBAHHOIO IPUMEHEHU S HHTEP HEPOHOB ¢ TUMETHIIIHIIID a-
30JIMJICEJIEHUIOM HA PETPOIy KTHBHOE 370POBbe CBHHOMATOK ..

Ilenorsera O. 1., Apucos M. B., l'namasguu U. I'. [TapameTpst octpoii mepop aabHON
TOKCHYHOCTH IIPEMapaTa HHCIEKTOP MUHU HA MBIIITAX ....cutiutirtereeseeesseesseesseeesseesseessnessnens
Coromo H. B., 3enkoea H. I'. I'enetnyeckne mapameTpsl MpoIyKTHBHOCTH CBUHEHN
KPYITHON GeJI0i MOPOIBI TIPH JIHHENHOM PABBEIEHIII . ....veeveeeeeseiessaessaeesaeeseeesseesseensesnseenns
Hepioruna A. B., Usamenro M. H., Camonenkusn A. I'., Tanamanosa M. H., Akun-
qur E. K., ¥Vpionosa B. B., I'ymun B. A. Mopdostornueckue u MmeraGosmyeckne moka-
3aTeJI SPUTPOIUTOB KPOBH IPH JEeHCTBUU HU3KOMHTEHCHBHOIO JIA36PHOTO H3JIyYeHH ..
Tymuuosa O. B., [Tososuukora M. B. Jlunamuka reHeaaorudeckoil CTpYKTYPHI U OIIeH-
Ka (DEeHOTHITHYECKOTO M TeHEeTHYECKOTO PasHooOpasus JIMHUI PAa3HBIX [0JTOBO3P ACTHBIX
IPYII %KHBOTHBIX PETHOHAIBHBIX HOIMYIANNH AHpPIIHPCKOTO CKOTa POCCHH. .. ..ccvvciiias

Macnennuros U. B., Jluauuk K. U. TexHostornsa kopMiieHuA KPYITHOTO POraTOTO CKOTA
C UCTIOJIB30BAHUEM CADIIOPOBOTO TKMBIX . ... eesteeestessereestessesseasesseasteseesseaseseesseseessessessesseses

12

20

24

30

36

45

55

00

00

00

00

00

BeTepI/IHapI/IH, 300TEXHUA U ODUOTEXHOAOI'US




[image: image33.jpg]2019, Ne 8 BeTepuHapusa

VIIK 578.224
DOI: 10.26155/vet.zoo.bio.201908007

CHHTe3 HMMYHOI€HHOTr0 AoMeHa Geaka L1R
BHpyca OCIEI OBell B pance’

IO. K. BeiicenoB
MJIAIII HayYHbI coTpy AUk JlaGopaTopuu Gesika U HyKJIEHHOBBIX KHcJsoT, MHeruTyT
MOJIEeKYJIApHOil Guosornn u Guoxumun numenu M. A. AfiTxoxuHa,
r. Aimmatel, Kasaxcraun
E-mail: daniyar b@mail.ru

T. Y. AprumGaeBa
MucerutyT MostekyJIApHON Guostornu u Guoxumun umenn M. A, AiiTxosknHa,
r. Aimmatel, Kasaxcran

T. 3. CranGekoBa
KamamIaT GHOJIOTHYeCKUX HAYK, BeIyIHii HayuHbIi cotpyaauk JlaGopaTtopun
GeJsIKa M HYKJIEMHOBBIX KHCJIOT, FIHCTUTYT MOJIeKY JISIpHOI GroJstornn
u Gnoxumun umenn M. A. AiiTxosknna,
r. Aimmarel, Kasaxcran

B. K. HckakoB
JIOKTOpP GHOJIOTMYEeCKHX HAYK, podeccop, 3aBeaylommil tabop aTopueii
GeJsIKa U HYKJIEHMHOBBIX KHCJI0T, THCTUTYT MOJIEKYJIAPHOI GHoJTorun
u Onoxmmun uy umenn M. A, AfiTxomxnHa,
r. Aimmatel, Kasaxcran

Annoranusa
BHI/ITOH Gesra obostourn L1R Bupyca ocnbl oBerl GBI YCIEIIHO SKCIPECCHPOBAH B TPAHCTEHHOM
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SKCIPECCHA TEHA UIDA
B TPAHCMAACTOMHbBIX PACTEHUAX TABAKA
MNOA KOHTPOAEM 5’-HETPAHCAMPYEMOM
MOCAEAOBATEABHOCTMU TEHOMHOM
PHK Y-BUPYCA KAPTO®EAS

PeryAsiLINS 3KCPecCUM XAO POMAACTHBIX FeHOB B OCHOBHOM MPOUCXOANTHAMOCTTPAHCKPUITKLIMOHHOM
YPOBHe, CYLLECTBEHHYIO POAb B KOTOPOM UrpaloT 5’-HeTpaHCcAMpyemble nocaeaoBaTeAbHoOCTH (5'HTTT)
MAACTUAHBIX MPHK. B TpaHCMAACTOMHBIX pacTeHusax Tabaka Hamu uayueHo BaMsaHue 5'HTTT reHomHom
PHK Y-eupyca kaprodeas (5'PVY), a rakke 5'HTI naactnanoro rera psbA (5'psbA) Ha skcnpeccuio
BaKkTepuaAbHOro peropTepHoro rexa uidA, Koaupylowero B-ralokypoHuaasy (GUS). Bbian cozaaHbl
reHeTUUeckne KOHCTPYKLMK, CoAepaKalline reH uidA, noa KOHTPOAeM 0 AMHAKOBbIX TPaHCKPUMLMOHHBIX
PEryAITOPHBIX SAEMEHTOB: MPOMOTOpPA M TepmuHaTopa reHa psbA 1 Apyx pazanunbix 5'HTI — 5/psbA
1 5'PVY. DTUMM KOHCTPYKLIMSIMM TPaHCHOPMUPOBAAK XAOPONAACTEI Tabaka MeTOAOM BMOBAAAMCTUKM.
TpaHCNAACTOMHbIE AMHUM MOKa3aAn MPUMEpHO 24-KpaTHble pasanuns B aktneHoct GUS. 3ameHa
npUpoAaHOM 5/psbA Ha uyskepoaryio 5'PVY npuBeAa K 3HaUMTEABHOMY CHUKeHMIO cuHTesa GUS-Beaka.

KAloueBbie CAOBa: XAOPOMAACTbI, CUHTE3 BeAka, 5 HTI, TpaHCNAaCTOMHbIE pacTeHus, peropTepHbIi
6enok.
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Expression of uidA gene in tobacco transplastomic plants under the control
of 5-untranslated region of genomic RNA of potato virus Y

Regulation of the expression of chloroplast genes mainly occurs at the post-transcriptional level, in
which 5’-untranslated regions (5'UTR) of plastid mRNA play a significant role. In transplastomic tobacco
plants, we studied the effect of the 5’UTRs of the genomic RNA of potato Y-virus (5'PVY), as well as the
5'UTR of the plastid psbA gene (5'psbA) on the expression of the bacterial reporter uidA gene encod-
ing B-glucuronidase (GUS). Genetic constructs containing the uidA gene were created under the control
of identical transcriptional regulatory elements: the promoter and terminator of the psbA gene and two
different 5’UTRs — 5’psbA and 5’PVY. Tobacco chloroplasts were transformed with these constructs by
bioballistic method. Transplastomic lines showed approximately 24-fold differences in GUS activity. Re-
placing the natural 5’psbA with the heterologous 5'PVY resulted in a significant decrease in the synthesis
of GUS protein.

Key words: chloroplasts, protein synthesis, 5’UTR, transplastomic plants, reporter protein.
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3aknoueHne

TIpoBeaeHHBIH HAaMH CPaBHHTEIIBHBIH aHAJIH3
pimsHUA ABYX padtuubix 5 HTII Ha ypoBeHb cHH-
TE3a PEHOPTEPHOTO GENIKA B XIIOPOIUIACTAX MOKA3aI,
YTO 3aMEHA IIACTHAHOM 5°psbA mepen weaeBbIM
TSHOM Ha 4y)KkepoaHyio 5’PVY HpHBOAUT K 3HAUH-
TEJIBHOMY CHIDKCHHIO CHHTe3a Geika. IIpumeHeHue

HCTATHUBHBIM IMOCIICACTBHSIM TS PaCTCHHS-IIPOLY-
HEHTa (3aJICPKKS POCTA, H3MCHCHHIO OKPACKH JIH-
CTBCB, CHIDKCHHIO YPOBHS (POTOCHHTE3a, MY/KCKOH
CTCPHIIBHOCTH ), KOTOPHIC SIBIHOTCS IPHYHHON CHE-
SKEHHS GHOMACCHI, 4 3HAYHT H HU3KOTO BBIXO/A e~
neoro Genka [21, 28, 29].

TlomyueHHbIe B X0/1¢ HACTOSIUECH paGOTHL IWTa3-
muasl pKG27B u pKG27BY, coaeprkaiue caiThl
KIOHHPOBAHHSI OCIIC IPOMOTOpa rexHa pshA, MoryT
GBITh HCIIOJIb30BAHBI B KOHCTPYHPOBAHHH BEKTOPOB
C JPYTHMH JIHACPHBIMH IIOCIICOBATCIBHOCTSIME
JUDSL H3YYCHUSI UX BITUSHUS Ha TPAHCIISIHUIO B XJI0PO-
IUIACTAX HE TOJIBKO PEOPTEPHBIX, a TAKKE GEIIKOB
MPHKIATHOTO HA3HAYCHUS.

Paboma evinonnena npu Qurancoeotli noo-
oepocke MOH PK ¢ pamrax HayuHbiX NPOEKmos
APO5132066 «Paspabomka  mexHono2uu  3Kc-
npeccuu  peKOMOUHGHIMHLIX —AHIMUCEHOS  8UPYCa
ocnel 0sely 6 MPAHCHNACHOMHbBIX DACIEHUAXY U

AP05132532 «Hoevie monexynapHo-ouonoaute-
CKUE NOOXOObL K YIVHUIEHUIO NPOOYKMIUEHOCHIU
pacmeruily.

5’PVY B KauecTBE JIHACPa MOKET OBITh aKTYAIBHO
B TeX CJIyYasx, KOIJIa BBICOKMH yPOBEHb CHHTE3a
TE€TEPOJIOTHYHBIX GEJIKOB B IUIACTH/AX IIPHBOJUT K
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