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ХИМОЗИН, ПРОТЕАЗА, ФЕРМЕНТ, СҮТ, КАЗЕИН 

Зерттеу нысаны түйе  мәйек ферменті.

Жоба мақсаты – C.bactrianus және C.dromedarius алынған химозиннің биохимиялық қасиеттерін анықтау және ары қарай түйе мәйек ферментінің штамм-өндірушісін алу. 
Жұмысты жүргізу әдісі – молекулалық биология, генетикалық инженерия, биохимия және биотехнология әдістері қолданды.
Нәтижесінде, 457 бірлік/мг нақты сүт ұю белсенділігіне ие, C.dromedarius химозин генін экспрессиялайтын ашытқы штамм- өндірушісі алынды. DEAE Sepharose FastFlow, SP-Sefarose, Q-Sefarose сорбенттерінде тангенциальды ультрафильтрация және хроматографиялық тазарту әдісі өндіруші ашытқы штаммының 500 мл культурасынан бір ұрғашы түйе C.dromedarius 1112 мкг рекомбинантты химосинді тазарту үшін қолданылды. 500 мл ашытқы штамм- өндірушісі дақылынан тангенциалды ультрафильтрация және DEAE Sepharose FastFlow, SP-Sefarose, Q-Sefarose сорбенттеріне негізделген хроматографиялық әдістері арқылы бір өркешті C.dromedarius түйесінің 1112 мкг рекомбинантты химозині тазаланып алынды. Осындай тазалау әдістерін қиыстыру жоғары тазалықтағы ферментті алуға мүмкіндік беретіні анықталды. C.dromedarius-тің рекомбинантты химиозинінің белсендігіне 4,5- 8,0 диапазонындағы рН көрсеткіштерінің әсері зерттелді. рН диапазонының 6,5 көрсеткішіне дейін  ферменттің белсенділігі максимумның 50%  төмен түспейтіні анықталды. C.dromedarius-тің рекомбинантты химиозинінің белсендігіне + 22°С - + 80°С диапазонындағы температура көрсеткіштерінің әсері зерттелді. Максималды белсенділікке +48 С ± 2°С температурасында қол жеткізілетіні анықталды. Бір өркешті C.dromedarius түйесінің рекомбинантты химозинінің ферментативті белсендігіне. FeCl3, LiCl2, MnCl2, NiCl2, BaCl2, CoCl2, ZnCl2, MgCl2, CaCl2, KCl, NaCl тұздарының құрамндағы металлдар иондарының әсері зерттелді. Ферменттің толық және тұрақты жұмысы үшін CaCl2 концентрациясын 40 ± 15 мМ деңгейде ұстап тұру қажет екендігі анықталды.

Жұмыстың өзектілігі алғаш рет C.dromedarius бір өркешті түйенің мәйек ферменті зерттелді. Жұмыстың тәжірбиелік маңызы бір өркешті түйенің рекомбинантты химозинінің штамм-өндірушісін алу. 

Қолдану аясы – биотехнология.

Ұсынылып отырған технологияның биотехнологиялық бағыттағы мекемелер мен сүт өңдеу зауыттарында енгізілу және коммерциализация келешегі жоғары. 

РЕФЕРАТ

Отчёт 31 с., 7 рис., 1 табл., 22 источника, 2 прил.
ХИМОЗИН, ПРОТЕАЗА, ФЕРМЕНТ, МОЛОКО, КАЗЕИН 
Объектом исследований является верблюжий сычужный фермент.

Цель проекта является определение биохимических свойств химозина из C.bactrianus и C.dromedarius с последующим получением штамма-продуцента верблюжьего сычужного фермента.
Методы проведения работы - использовались методы молекулярной биологии, генетической инженерии, биохимии и биотехнологии.
В результате получен дрожжевой штамм-продуцент эффективно экспрессирующий ген химозина C.dromedarius с удельной молокосвертывающей активностью 457 ед/мг. Методами тангенциальной ультрафильтрацией и хроматографической очистки на сорбентах DEAE Sepharose FastFlow, SP-Sepharose, Q-Sepharose проведена очистка рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius в количестве 1112 мкг из 500 мл культуры дрожжевого штамма-продуцента. Установлено, что комбинация данных методов очистки позволяет получить фермент с высокой степенью чистоты. Изучено влияние значения рН в диапазоне от 4,5 до 8,0 на активность рекомбинантного химозина C.dromedarius. Установлено, что в диапазоне рН до 6,5 активность фермента не падает ниже 50% от максимальной. Изучено влияние температуры в диапазоне от +22°С до +80°С на активность рекомбинантного химозина C.dromedarius. Установлено, что максимальная активность достигается при температуре +48°С ± 2°С °С. Изучено влияние ионов металлов в составе солей FeCl3, LiCl2, MnCl2, NiCl2, BaCl2, CoCl2, ZnCl2, MgCl2, CaCl2, KCl, NaCl на ферментативную активность рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius. Установлено, что для полноценной и стабильной работы фермента необходимо поддерживать концентрацию CaCl2 на уровне 40±15 мМ.

Новизна работы заключается в том, что изучен сычужный фермент одногорбого верблюда C. dromedarius. Практическая значимость работы заключается в получении штамма-продуцента рекомбинантного химозина одногорбого верблюда.
Область применения – биотехнология.
Предлагаемая технология имеет высокую перспективу внедрения и коммерциализации на предприятиях биотехнологического профиля и молокоперерабатывающих заводах.
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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
	AOX1
	-
	Промоторный регион альдегид оксидазы 1 (Aldehyde oxidase 1)

	GAP
	-
	glyceraldehyde 3-phosphate (глицеральдегид-3-фосфат)

	OD600
	-
	Optical Density (оптическая плотность на длине волны 600 нм)      

	SOC
	-
	Super Optimal broth with Cataboliterepression (супероптимальная
среда с катаболитическим репрессором)

	ТАЕ-буфер
	-
	Трис-Ацетатный буфер с Этилендиаминтетрауксусной кислотой

	А.о.
	-
	Аминокислотный остаток

	ДНК
	-
	Дезоксирибонуклеиновая кислота

	КЖ
	-
	Культуральная жидкость

	ЛБ-бульон
	-
	Среда Луриа-Бертани

	П.о.
	-
	Пара оснований

	ПЦР
	-
	Полимеразная цепная реакция


ВВЕДЕНИЕ
В сыродельном производстве используют сычужный фермент, который входит в состав многих молокосвертывающих препаратов. В наибольших количествах сычужный фермент образуется в начальный молочный период жизни телят, козлят и ягнят. Интересным с научной точки зрения и перспективным в плане практического применения являются сычужные ферменты других животных, например, представителей семейства верблюдовых (Camelidae). Верблюды представляют собой достаточно крупных животных, приспособленных для жизни в засушливых регионах мира - пустынях, полупустынях и степях. Существует два вида верблюдов: Camelus bactrianus - двугорбый верблюд или бактриан, ареалом распространения которого является территория Центральной Азии и Camelus dromedarius — одногорбый верблюд, или дромадер, распространенный в полупустынях, тянущихся от Северо-Западной Африки до Центральной Азии и Аравийского полуострова.
Целью проекта является определение биохимических свойств химозина из C.bactrianus и C.dromedarius с последующим получением штамма-продуцента верблюжьего сычужного фермента. Целью этапа на 2019 год является – определение биохимических параметров рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius. Задачами этапа 2019 года являются: создание конструкции для экспрессии гена химозина C.dromedarius; получение штамма-продуцента рекомбинантного химозина C.dromedarius; очистка химозина C.dromedarius; проверка активности рекомбинантного химозина; изучение биохимических свойств, определение влияния рН-среды, температуры и ионов металлов на активность рекомбинантного химозина C.dromedarius.
Выполнение данной работы в контексте всего проекта позволит получить необходимую информацию по биохимической активности второго объекта данного проекта – химозина одногорбого верблюда C.dromedarius. В 2018 году была проведена работа по определению биохимических характеристик двугорбого верблюда C.bactrianus. Данная работа позволит провести сравнительный анализ и осуществить выбор между двумя химозинами для использования в качестве сычужного фермента в сыроварении. В Приложении А приведен календарный план на 2018-2020 гг.

Метрологическое обеспечение НИР. Все средства измерений и испытательное оборудование, использованные при проведении научных исследований, прошли процедуры поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных органах - ТОО «KazMedServiceGroup». 
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Обоснование выбора исследований

Род Camelus, по всей вероятности, возник в Северной Америке и по сухопутному мосту мигрировал в Азию откуда и взяли начало в дальнейшем бактрианы (Camelus bactrianus) и дромедары (Camelus dromedarius). Одногорбый верблюд не имеет особых отличительных, от своего собрата — двугорбого, черт, тем не менее различия присутствуют. Сопоставляя 2 вида верблюдов, можно отметить, что дромедары обладают одним горбом вместо двух, имеют существенно меньшие размеры и короткую шерсть, что делает его категорически неприспособленным к холодному климату. Одногорбый верблюд имеет меньшие параметры роста и веса, в сравнении со своим ближайшим родственником. Его вес варьируется от 300 до 600 кг (средний вес самца — 500 кг), рост — от 2-х до 3х метров, а длина — от 2-х до 3,5 м. Те же параметры у бактрианов имеют значительно большие показатели. Окрас одногорбых верблюдов встречается от светло-коричневого, песочного до темно-коричневого, и даже белого.

Наибольшие популяции дромедаров встречались в пустынных местностях на Севере Африки и на Ближнем Востоке. Использование одногорбых верблюдов было распространено среди народов Индии, Туркменистана и других прилегающих территорий. В отличие от двугорбых собратьев, дикие стада дромедаров стали огромной редкостью, и обитают, преимущественно, в центральных регионах Австралии. Как и двугорбые верблюды, данный вид отличается особой выносливостью в условиях засушливого климата. Это обусловлено тем, что дромедары умеют сохранять влагу и обладают горбом, в составе которого большое количество жира. Функции почек дромедара настроены на максимальное обезвоживание выделяемой мочи; шерсть животного препятствуют испарению влаги; работа потовых желез отлична от других млекопитающих (температура тела в ночной период снижается, и остается в пределах нормы долгое время), пот начинает выделяться только при температуре +40℃ и выше.
Помимо того, что данный вид способен долгое время обходится без воды без ущерба для работы организма в целом, он также неприхотлив в еде. Дромедары — травоядные млекопитающие, и, соответственно, наделены особым строением желудка, который состоит из нескольких камер и обладает множеством желез. Система самого пищеварения отличатся тем, что практически не пережеванная растительная пища попадает в область переднего желудка. Именно там происходит процесс ее окончательного переваривания. Рацион питания одногорбого верблюда не просто неприхотлив, но и зачастую непригоден для прочих травоядных. Помимо сухих и колючих растений, дромедары способны употреблять даже кустарниковые и полукустарниковые солянки. Половое созревание самцов и самок данного подвида завершается в среднем к 3-5 годам. Самцы становятся половозрелыми существенно позднее. Роды проходят стоя, и через несколько часов по их завершении, родившийся верблюжонок уже через несколько часов встает на ноги самостоятельно. Первые полгода малыш питается молоком матери, а затем переходит на привычную травяную еду. При молочном вскармливании в желудке верблюжонка секретируется прохимозин, который при низком значении рН активируется и выступает в качестве коагуляционного фермента. Верблюды обладают высокой стоимостью и промышленной получение сычужного фермента из желудка верблюжат представляется не реализуемой на практике задачей. 

В тоже врем, данную проблему можно решить, используя технологию рекомбинантных ДНК. Для продукции рекомбинантного химозина используют различные экспрессионные системы. Химозин получают в растениях [1,2], но наиболее эффективным способом получения химозина является микробный синтез с использованием бактерий, грибов, дрожжей. Исследования показали, что достаточно сложно получить активный химозин в бактериях, так как белок химозина в клетках E.coli агрегирует между собой и выпадает в тельца включения, что вынуждает использовать процедуру де- и ре-натурации [3]. Химозин можно сшивать с TolA белком, транспортирующего химозин в периплазматическое пространство E.coli [4] или получать в молочнокислых бактериях L.lactis [5]. 
Для продукции химозина в грибах используют нитчатые грибы Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Trichoderma reesei [6-8], но более перспективным способом является получение химозина в дрожжах. Наиболее эффективным является экспрессионная система на основе Pichia (Komagataella) pastoris, которая производит относительно низкий уровень собственных секретируемых белков, что значительно облегчает очистку рекомбинантного белка и, благодаря которой, на рынок был выведен широкий спектр белковых продуктов терапевтического и промышленного применения [9]. К примеру, телячий химозин получают в P.pastoris с использованием метанолиндуцируемого АОХ1промотора [10,11]. Известно, что дрожжи можно эффективно культивировать в условиях глубинной ферментации и культивирование модифицированных дрожжей P.pastoris в биореакторе с метанолом в качестве единственного источника углерода позволяет достигнуть высокого выхода рекомбинантного фермента [12]. 
Верблюжий химозин на 85% гомологичен телячьему химозину и содержит регион связывания к κ-казеину коровьего молока, что позволяет ему успешно гидролизовать коровий казеин и инициировать выпадение казеина в осадок [6,13-15]. При высокой коагуляционной активности верблюжьего химозина в отношении коровьего молока, молоко верблюдиц абсолютно не коагулирует при его обработке бычьим химозином, что, скорее всего, вызвано значительными изменениями в первичной структуре κ-казеина двух видов [16]. В 2018 году были определены биохимические параметры двугорбого верблюда, и проведение аналогичной работы на химозине одногорбого верблюда позволит более полно описать свойства верблюжьих химозинов.
Без проведения экспериментальной работы по сравнению всех биохимических характеристик невозможно оценить релевантность химозина двух верблюдов: двугорбого и одногорбого. Путем сравнения всех параметров, в том числе и биотехнологических для штаммов-продуцентов химозина можно будет сделать заключение о применении того или иного химозина в сыроварении в качестве сычужного фермента.
2 Материалы и методы
Использовались штаммы: E.coli DH5α, Pichia pastoris X33; среды Луриа-Бертани (1% триптона, 0,5% дрожжевого экстракта, 0,5 % NaCl), YPD (1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 2% глюкоза), SOC (2% триптона, 0,5% дрожжевого экстракта, 0,05% NaCl, 2,5 мМ KCl, 20 мМ MgSO4, 20мМ глюкозы, pH7,5). Концентрация антибиотика зеоцина в средах составляла 25 мкг/мл для клеток E.coli и 100 мкг/мл для клеток Pichia pastoris. Приготовление сред осуществлялось в соответствии с протоколом Маниатиса [17]. Все реактивы, использованные в работе, были производства Sigma-Aldrich, AppliChem, Promega, Amresco с категорией чистоты «Для молекулярной биологии». Использовались электро- и хемокомпетентные клетки собственного приготовления. Приготовление хемокомпетентных клеток штамма DH5α осуществляли по следующему протоколу: культуру высевали на твердую питательную среду и культивировали в суховоздушном термостате при температуре +37°C в течение 16 часов до получения единичных колоний. Затем единичную колонию культивировали в среде SOB (идентична среде SOC за исключением глюкозы) при температуре +18°C в течение 20 часов в объеме 200 мл до достижения оптической плотности OD600=0,6. Собранные центрифугированием клетки отмывали буфером СС (10 мМ Hepes-NaOH, 15 мМ CaCl2, 55 мМ MnCl24·H2O, 250 мМ KCl, рН 6,7). К суспендированной культуре в объеме 7,44 мл добавляли 0,56 мл диметилсульфоксида, аликвотировали по 50 мкл в пробирках 1,5 мл и замораживали на жидком азоте. Пробирки с хемокомпетентными клетками хранили при температуре -80°C.
Трансформацию хемокомпетентных клеток DH5α методом температурного шока проводили следующим образом: плазмидную ДНК в количестве 100 нг вносили в 50 мкл клеточной суспензии хемокомпетентных клеток и инкубировали на льду в течение 30 минут. После инкубации, клетки подвергали температурному шоку при +42°C в течение 45 секунд в водяной бане GFL 1003 (GFL, Германия) и еще раз охлаждали на льду в течение 2 минут. Добавляли 950 мкл среды SOC и инкубировали в термостатируемом шейкере при температуре +37°C и встряхивании 180 об/мин в течение 1 часа без добавления антибиотика. Затем культуру высевали на твердую питательную среду с антибиотиком и выдерживали в течение 16 часов в суховоздушном термостате при температуре +37°C до появления выраженных колоний.

Готовили электрокомпетентные клетки экспрессионных штаммов следующим образом: единичные колонии дрожжей Pichia pastoris инкубировали в 10 мл YPD среды при температуре +30°С в течение 16 часов. Выросшую культуру вносили в 200 мл свежей YPD среды и растили до достижения оптической плотности OD600=2,0 при температуре +30°С и интенсивном встряхивании 250 об/мин. Собирали клетки центрифугированием при 2000×g, в течение 5 минут при температуре +4°С. Удаляли надосадочную жидкость, суспендировали клетки в 40 мл YPD с 200 мМ Hepes-NaOH (pH 8,0) и добавляли 1 мл 1М DTT и мягко перемешивали в течение 1 минуты. Инкубировали смесь в течение 15 минут при температуре +30°С при мягком перемешивании. Добавили 60 мл охлажденной (+4°С) деионизированной воды, центрифугировали при 2000g, в течение 5 минут, при +4°С и удалили надосадочную жидкость. Дополнительно промыли клетки 8 мл охлажденным (+4°С) 1 М сорбитолом, центрифугировали при 2000g, в течение 5 минут, при +4°С и удалили надосадочную жидкость. Ресуспендировали клеточный осадок в 0,5 мл охлажденного 1 М сорбитола. Клетки аликвотировали по 50 мкл и хранили при -80°С.

Трансформацию электрокомпетентных клеток Pichia pastoris проводили методом электропорации с помощью MicroPulser (Bio Rad, США) в ячейках (Eurogentec, Франция). Линеаризованную ДНК кассету в количестве 10 мкг вносили в 50 мкл клеточной суспензии электрокомпетентных клеток. Перенос осуществляли с использованием электропоратора MicroPulser (Bio Rad, США) в ячейках на 2 мм (Eurogentec, Франция). Условия переноса: напряжение – 2 кВ, сопротивление – 200 Ом, емкость – 25 мкФ. Время переноса составляло 4-5 мс. После электропорации клетки разбавляли средой YPDS в пропорции 1:20 и инкубировали в термостатируемом шейкере при температуре +30°C без встряхивания в течение 3 часов без добавления антибиотика. Затем культуру высевали на твердую питательную среду с зеоцином для селекции и выдерживали в течение 72 часов в суховоздушном термостате при температуре +30°C
Выделение плазмидной ДНК проводили с использованием набора Pure Yield MiniPrep (Thermo Scientific), соответственно. Концентрацию ДНК измеряли на спектрофотометре малых объемов NanoDrop1000 Spectrophotometr. Очистку продуктов рестрикции осуществляли методом хлороформной экстракции. Количественное определение концентрации белка в белковых экстрактах определяли по Бредфорду с использованием бычьего сывороточного альбумина в качестве стандарта [18].
Электрофоретическое разделение нуклеиновых кислот проводили в 1% агарозном геле в буфере ТАЕ или в буфере ТВЕ. Разделение проводили при напряжении 110 В, время 30 минут. Окрашивание в этидиум бромиде из расчета 15 мкг на 100 мл геля. Детекция осуществлялась при ультрафиолетовом излучении на длине волны 312 нм. Электрофоретическое разделение белков проводили по методу Лэммли [19] в 10% полиакриламидном геле в денатурирующих условиях. Для лучшей денатурации белков, перед их нанесением в гель проводили температурный прогрев при +95°C в течение 5 минут. Электрофорез осуществляли при 90 В в течение 25 минут и 120 В в течение 1,5 часа. Окрашивание гелей проводили с использованием 2% Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma) в 10% уксусной кислоте и 50% этаноле. Инкубацию с кумасси проводили в течение 16 часов, потом кумасси удаляли из геля. Обесцвечивание проводили в течение 6 часов  в 25% этаноле с 7,5% уксусной кислотой.  Полученные результаты документировали и анализировали с использованием маркера молекулярных масс коммерческого и собственного производства.
ПЦР-скрининг колоний проводили с использованием Taq ДНК полимеразы (GenLab), праймеров АОХ1fw (GACTGGTTCCAATTGACAAGC), AOX1rv (GCAAATGGCATTCTGACATCC), GAPfw (GTCCCTATTTCAATCAATTGAA), синтезированные в НЦБ. 
Колонии скалывали стерильным наконечником, помещали скол колонии в пробирку в ПЦР-смеcью, а наконечник окунали в 5 мл ЛБ-бульона с антибиотиком для подращивания культуры. Далее, культура положительных клонов использовалась для наработки ДНК по протоколу минипреп. Состав реакционной смеси: матричная ДНК (скол колонии); праймер прямой (10 мкМ) - 1 мкл; праймер обратный (10 мкМ) - 1 мкл; dNTP (10 мM каждого) - 4 мкл; MgСl2, 25 мМ - 3 мкл; Taq ДНК полимераза - 0,5 мкл; Reaction Buffer Taq-pol Buffer 10x - 5 мкл; деионизированная вода - 35,5 мкл. Программа амплификации имела следующие температурные режимы: +94°C (3 мин) – 1 цикл; +94°C (1 мин), +55°C (1 мин), +72°C (1 мин/т.п.о.) – 30 циклов; +72°C (10 мин) – 1 цикл; +10°C (15 мин) – 1 цикл. Разделение продуктов амплификации осуществляли с использованием ДНК электрофореза в 1% агарозном геле в ТВЕ буфере с этидиумом бромидом (15 мкг/мл).
Определение прямой нуклеотидной последовательности проводили по методу Сэнгера [20] с применением набора «BigDye Terminanor v 3.1 Cycle sequencing Kit» с использованием следующего режима амплификации: плазмидная ДНК
- 1 мкл; праймер (3,2 мкМ) 
 - 1 мкл; Terminator Ready Reaction Mix - 1 мкл; Reaction Buffer 5x - 2 мкл; безнуклеазная вода - 5 мкл.

Программа амплификации имела следующие температурные режимы: +96°C (1 мин) – 1 цикл; +96°C (10 сек), +55°C (5 сек), +60°C (4 мин) – 30 циклов; +10°C (20 мин) – 1 цикл. Очистку реакционной смеси от несвязавшихся компонентов проводили ацетатно-спиртовой смесью. Разделение фрагментов гена проводили с помощью автоматического секвенатора ABI 3730xl (Applied Biosystems, США). Анализ хроматограмм и сличение их с референсной последовательностью проводили с использованием пакета программ Vector NTI версии 11. 
Криосохранение клеток проводилось в среде с добавлением 50% стерильного глицерина при -80°С. 
3 Экспериментальная часть
3.1 Создание конструкции для экспрессии гена химозина C.dromedarius
Анализ нуклеотидной последовательности гена химозина одногорбого верблюда из GenBank показал, что общая длина гена составляет 1098 п.о. Сравнение с нуклеотидной последовательностью гена двугорбого верблюда (C.bactrianus) с одногорбым (C.dromedarius) показывает, что два гена различаются следующими нуклеотидами G685(C685, T880(A880, C881(A881, которые ведут к аминокислотным заменам в двух положениях: Leu229(Val229 и Asn294(Ser294 (рисунок 1).
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Рисунок 1 – Сравнение последовательности химозина C.bactrianus и C.dromedarius
 На основании полученных результатов оптимальным вариантом получения конструкции для экспрессии гена химозина C.dromedarius является модификация имеющегося плазмидного вектора pTOPBluntV2. Одним из наиболее эффективных способов модификации нуклеотидной последовательности является сайт направленный мутагенез.
Для получения гена химозина C.dromedarius в ген химозина C.bactrianus были введены две мутации. Изменения в последовательности вектора pTOPBluntV2/ProchymBCB проводили методом сайт направленного мутагенеза с использованием двух пар праймеров. Для первой мутации Val229(Leu229 использовали прямой 5’–GGGTTCCAGTTACTCTTCAACAATATTGGC–3’ и обратный 5’– GCCAATATTGTTGAAGAGTAACTGGAACCC–3’ праймеры. Для второй мутации Ser294(Asn294 использовались праймеры:

5’–GATGTTAATTGTGGTAATTTGAGATCTATGC–3’ и 5’– GCATAGATCTCAAATTACCACAATTAACATC–3’. 
Процедура сайт направленного мутагенеза включает в себя следующие этапы: 1) амплификация всей плазмиды с использованием соответствующих праймеров; 2) обработка смеси нуклеазой DpnI; 3) очистка от компонентов реакционной смеси; 4) трансформация компетентных клеток E.coli; 5) отбор клона, наработка плазмиды; 6) секвенирование на предмет ввода точечной мутации.
Состав ПЦР смеси имела следующий состав: вектор pTOPBluntV2/ProchymBCB – 1 мкл; праймер прямой (10 мкМ) - 1 мкл; праймер обратный (10 мкМ) - 1 мкл; dNTP (10 мM каждого) - 4 мкл; MgSO4, 25 мМ - 3 мкл; Pfu ДНК полимераза - 0,5 мкл; Reaction Buffer Pfu-pol Buffer 10x - 5 мкл; деионизированная вода - 35,5 мкл. Программа амплификации имела следующие температурные режимы: +98°C (5 мин) – 1 цикл; +98°C (1 мин), +55°C (1 мин), +72°C (10 мин) – 30 циклов; +72°C (10 мин) – 1 цикл; +10°C (15 мин) – 1 цикл.
Визуализацию результата ПЦР осуществляли с использованием ДНК электрофореза в 1% агарозном геле в ТВЕ буфере с этидиумом бромидом (15 мкг/мл). На рисунке 2 представлены результаты амплификации.
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Рисунок 2 – Результаты ПЦР амплификации для сайт направленного мутагенеза
Обработку ПЦР продукта нуклеазой DpnI, которая осуществляет деградацию метилированной ДНК осуществляли при следующий условиях: в 15 мкл реакционной смеси после ПЦР добавляли 0,5 мкл DpnI и инкубировали в течение 1 часа в водяной бане при +37°С. Очистку от компонентном реакционной смеси проводили методом хлороформной экстракции. Обработанный и очищенный ПЦР продукт, представляющий собой линеализированную плазмиду использовали для трансформации компетентных клеток DH5α. Траснформацию проводили методом температурного шока. Отбор клонов трансформантов осуществляли на содержащем канамицин ЛБ-агаре. Нарабатывали в ЛБ-бульоне четыре клона, из которых выделяли плазмидную ДНК. Путем секвенирования подтвердили замену G685(C685 во всех четырех клонах. Плазмидную ДНК pTOPBluntV2/ProchymBCB-L229, содержащей первую замену использовали во втором раунде сайт направленного мутагенеза, который был проведен по вышеуказанной методике за исключением того, что использовалась вторая пара праймеров для ввода мутации T880(A880, C881(A881. Результаты отражены на рисунке 2, в итоге был получен плазмидный вектор pTOPBluntV2/ProchymCD. 
Таким образом, были изменены кодоны кодирующие аминокислотные остатки валин в 229 положении на лейцин и серина в положении 294 на аспарагин и, тем самым, получен ген химозина одногорбого верблюда C.dromedarius.
Использованием синтезированных для этой цели прямого и обратного праймеров

5’–CCGGAATTCTCTGGAATTACTAGAATCCCATTG–3’ и 
5’–ATAGTTTAGCGGCCGCTTAGATAGCTTTAGCCAATCCAACTCTGTTGTTAGC–3’ ген был амплифицирован с pTOPBluntV2/ProchymCD при помощи ПЦР.
Состав ПЦР смеси имела следующий состав: вектор pTOPBluntV2/ProchymCD – 1 мкл; праймер прямой (10 мкМ) - 1 мкл; праймер обратный (10 мкМ) - 1 мкл; dNTP (10 мM каждого) - 4 мкл; MgSO4, 25 мМ - 3 мкл; Phusion ДНК полимераза - 0,5 мкл; Reaction Buffer Hi-Fidelity Buffer 5x - 10 мкл; деионизированная вода – 29,5 мкл. Программа амплификации имела следующие температурные режимы: +98°C (5 мин) – 1 цикл; +98°C (1 мин), +55°C (1 мин), +72°C (1 мин) – 30 циклов; +72°C (10 мин) – 1 цикл; +10°C (15 мин) – 1 цикл.
Продукты амплификации были очищены от реакционной смеси методом хлороформной очистки. Гидролиз гена химозина C.dromedarius проводили эндонуклеазами рестрикции EcoRI и NotI в буфере Blue. Данными рестриктазами EcoRI и NotI был обработан и линеализирован вектор pGAPZaA. С целью предотвращения самолигирования продукт гидролиза вектора был обработан фосфатазой FastAP для удаления фосфатных групп в линеализированном векторе. Очистку продуктов рестрикции проводили методом хлороформной экстракции. Полученные фрагменты: вектор и вставка были лигированы с использованием Т4 лигазы при комнатной температуре в течение 30 минут. Лигазной смесью обрабатывали компетентные клетки Escherichia coli штамма DH5α. Отбор клонов трансформантов проводили на твердой агаризованной среде с зеоцином в концентрации 500 мкг/мл. Выросло 127 потенциальных клонов трансформантов. Было отобрано 10 клонов, которые подвергли ПЦР-скринингу с использованием праймеров GAPfw/AOX1rv (рисунок 3).
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Рисунок 3 – ПЦР-скрининг клонов-трансформантов E.coli
Как видно из рисунка 3 положительными клонами являются №2-5,7. Плазмидная ДНК двух положительных клонов была наработаны по протоколу MiniPrep и секвенирована с помощью праймеров GAPfw/AOX1rv, фланкирующих локус с химозином. После подтверждения соответствия нуклеотидной последовательности гена химозина C.dromedarius заданной последовательности, вектор pGAPZaA/ChymCD был наработан в клетках Escherichia coli по протоколу MidiPrep. В результате создана конструкция для экспрессии гена химозина C.dromedarius в культуре дрожжей Pichia pastoris.
3.2 Получение штамма-продуцента рекомбинантного химозина C.dromedarius
Получение штамма-продуцента рекомбинантного химозина C.dromedarius проводилось в два этапа. В ходе первого этапа из созданной конструкции была получена трансформационная кассета, несущая следующие элементы: участки ДНК, гомологичные таковым на хромосомной ДНК дрожжей P.pastoris; ген, обеспечивающий устойчивость к зеоцину под контролем эукариотического промотора; последовательность сигнального пептида α-фактор из Saccharomyces cerevisiae, обеспечивающий секрецию химозина в культуральную среду; ген химозина C.dromedarius.  Получение трансформационной кассеты проводили путем линеалиризации вектора pGAPZaA/ChymCD эндонуклеазой рестрикции PagI в буфере Оrange. В ходе второго этапа была проведена трансформация и отбор клона-трансформанта с максимальной продукцией химозина. Созданной кассетой были трансформированы компетентные клетки дрожжей P.pastoris. Трансформацию проводили методом электропорации. Отбор клонов-трансформантов проводили на среде с зеоцином. На третьи сутки инкубации выросло 68 колоний, 10 из них были подвергнуты ПЦР-скринингу с использованием праймеров YF1/AOX1rv.
Установлено, что все клоны являются положительными, но демонстрируют различный уровень свечения амплифицируемого фрагмента ДНК в проходящем ультрафиолетовом свете на длине волны 312 нм, что связано, по всей видимости, с копийностью гена химозина в GAP регионе хромосомной ДНК дрожжей P.pastoris. Клоны с наибольшим уровнем свечения были инокулированы в YPD-бульоне и растили в шейкере-инкубаторе при +30°С, 250 об/мин в течение 120 часов. Далее, образцы обрабатывали соляной кислотой для активации химозина и использовали в качестве сычужного препарата на молоке, приготовленном путем растворения 12% лиофилизированного коровьего молока в дистиллированной воде. 
При таком скрининге учитывалось время, необходимое для полной коагуляции молока. При анализе молоко-свертываемой активности наиболее перспективных клонов по скорости коагуляции молока, установлено, что активными являются клоны №1-3,6-8. Химозин из клона №3 показал наименьшее время для коагуляции молока, что свидетельствует о наибольшем уровне продукции рекомбинантного химозина C.dromedarius в данном штамме. В результате, данный клон был выбран в качестве штамма-продуцента рекомбинатного химозина C.dromedarius. Культура штамма-продуцента была наработана в 10 мл YPD-среды при +30°С, 250 об/мин в течение 48 часов. Клетки собирали центрифугированием при угловом ускорении 5000×g, в течение 5 минут. Клетки были суспендированы в свежей среде YPD с 15% стерильным глицерином и заложены на криосохранение при температуре -80°С.

3.3 Очистка рекомбинантного верблюжьего химозина C.dromedarius. Проверка активности рекомбинантного химозина одногорбого верблюда
Общепринятыми в лабораторной практике процедурами по очистке рекомбинантных секреторных белков из культуральной жидкости дрожжей являются: высаливание сульфатом аммония, аффинная хроматография, использование тупиковой фильтрации, ионно-обменная хроматография. Данные методы имеют определенные достоинства и недостатки. В частности, при высаливании сульфатом аммония необходимо подбирать точную концентрацию (NH₄)₂SO₄, при которой будет происходить высаливание только целевого белка. Аффинная хроматография представляет собой достаточно эффективный метод очистки, однако, тагирование целевого белка не производилось, так как: а) наличие дополнительных доменов может изменить свойства фермента (снизить/усилить ферментационную активность, изменить чувствительность к температуре, рН, наличию/отсутствию ионов металлов); б) данный фермент будет применяться в пищевой биотехнологии в качестве аналога оригинального сычужного фермента одногорбого верблюда и требуется точное соответствие по аминокислотной последовательности белка. Тупиковая фильтрация наряду с простотой использования имеет существенные ограничения, в первую очередь это использование одноразовых мембранных фильтров без возможности их регенерации. Второй недостаток — это ограничения по объему фильтруемой культуры. При использовании ионно-обменной хроматографии критичным является объем культуры, так как это прямым образом сказывается на времени загрузки и элюции. Поскольку, конечная цель проекта разработка технологии получения фермента для промышленного применения, то данный аспект имеет круциальное значение. В тоже время перспективным является использование ионообменной хроматографии на завершающем этапе очистки, когда исходный экстракт был уже сконцентрирован.
Был предложен двухступенчатый метод очистки рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius основанный на использовании метода тангенциальной ультрафильтрации (cross-flow filtration) с последующей ионообменной хроматографией. Преимуществом тангенциальной ультрафильтрации является: возможность использования практически неограниченного объема культуры – в зависимости от объема культуры подбирается мембрана с соответствующей площадью фильтрующей поверхности; отсутствие «забивания» пор – набегающий поток постоянно смывает белковые молекулы, попавшие в поры; возможность концентрирования в 10-100 раз; возможность регенерации мембраны путем её очистки щелочным/кислотным буферами. Ионообменная хроматография применялась на втором этапе очистки уже сконцентрированного белкового экстракта.
Была собрана лабораторная установка по тангенциальной ультрафильтрации на основе мембранных фильтрационных модулей Vivaflow 50 (Sartorius) с размерами пор на 10 кДа. Выбор данной мембраны обусловлен тем, что согласно теоретическим расчетам тангенциальной ультрафильтрации необходимо использовать соотношение 1:4- 1:5 по размеру мембраны: размер белка. Размер химозина одногорбого верблюда составляет 40,4 кДа. Для создания потока использовался перистальтический насос BS100-1A. 
В качестве сорбента для второй ступени использовались сорбенты DEAE Sepharose FastFlow, SP-Sepharose, Q-Sepharose. Выбор данных сорбента обусловлен тем, что серия предварительно проведенных экспериментов показали, что сорбент DEAE Sepharose FastFlow является нейтральным для верблюжьего химозина C.dromedarius, но обладает высокой активностью для компонентов культуральной жидкости. Затем, химозин при низком значении рН эффективно связывается с SP-Sepharose, а при более высоком значении рН с Q-Sepharose, и, в конечном счете, можно получить высокоочищенный белок.
Наработку культуральной жидкости с секреторным верблюжьим химозином C.dromedarius проводили на питательной среде YPD в объеме 500 мл. Культивирование штамма проводили в шейкере-инкубаторе Kuhner ISF1-X в термостатируемых условиях при температуре +28°С, встряхивании 250 об/мин, в течение 120 часов. Ежедневно с интервалом 24 часа добавляли 4% стерильной глюкозы в качестве источника углерода и 0,1М цитрат-фосфатного буфер для стабилизации рН на уровне 4,0. Отделение клеток проводили центрифугированием при температуре +4°С, угловом ускорении 3500×g, в течение 20 минут. Дополнительно, культуральную жидкость дополнительно очищали от клеток микрофильтрацией на 0,22 кДа. Очищенную культуральную жидкость заливали в напорную емкость и запускали установку по ультрафильтрации. Ультрафильтрацию проводили при комнатной температуре (22°С-23°С), скорость потока КЖ составляла 40 мл/мин, в течение 3 часов. В итоге с объема 500 мл было получено 62 мл концентрата, что составляет степень концентрирования 16Х. В полученном концентрате понижали рН до 3 с помощью 1М HCl, доводили объем до 100 мл стерильной водой MillQ и, затем, наносили на колонку с SP-Sepharose уравновешенную 0,4 М натрий цитратным буфером с рН 3,12. Колонку промыли буфером 5 мМ NaCl, 20 мМ Bis-Tris pH6,5 и элюат наносили на колонку с Q-Sepharose уравновешенную 20 мМ NaCl, 20 мМ Bis-Tris pH 6,5. Колонку промыли буфером 20 мМ NaCl, 20 мМ Bis-Tris pH 6,5, затем еще раз промыли буферами 50-500 мМ NaCl, 20 мМ Bis-Tris pH 6,5 с шагом 50 мМ, 100 мМ, 200 мМ, 500 мМ по хлориду натрия и элюировали рекомбинантный верблюжий химозин натрий-ацетатным буферами 750 мМ NaCl, 20 мМ NaOAc pH 6,5 и 2000 мМ NaCl, 20 мМ NaOAc pH 6,5. Фракции элюата с 750 мМ NaCl содержал выделенный и очищенный верблюжий химозин C.dromedarius. На рисунке 4 представлены результаты очистки рекомбинантного химозина C.dromedarius. 
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1 - концентрат после ультрафильтрации; 2-6 фракции после очистки, М – маркер
Рисунок 4 – Результаты очистки рекомбинантного химозина C.dromedarius
Измерение концентрации химозина показало, что концентрация белка составляет 556 мкг/мл, что соответствует выходу 2,2 мг очищенного белка с 1 литра культуры.
3.4 Изучение биохимических свойств, определение влияния рН-среды, температуры и ионов металлов на активность рекомбинантного химозина C.dromedarius
Основной биохимической активностью химозина является протеолитическая активность в отношении капа-казеина. Фермент гидролизует связь между Phe105 и Met106 в молекуле капа-казеина, что ведет к дестабилизации казеинового мицелия и образованию комочков. Данный процесс и является процессом образования сырного сгустка [21]. Оценивалось время необходимое для коагуляции молока и проводился расчет молокосвертывающей активности. Использовалось 12,5% лиофильно высушенное молоко. Активность определяли при следующих условиях: температура +37°С, рН молока 5,5; концентрация CaCl2 40 мМ. Анализировались все фракции полученные в результате очистки. В таблице 1 приведены данные по определенной активности для различных фракций. 
Таблица 1 – Результаты по определению активности фракций после очистки рекомбинантного верблюжьего химозина C.dromedarius
	№ фракции
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Время коагуляции, с
	40
	98
	94
	14
	14
	115


В таблице фракция №1 соответствует загрузке на колонку, а фракции №5-8 элюатам с колонки при 750 мМ NaCl. Как видно из таблицы, наибольшая активность наблюдается во фракциях 4 и 5, что соответствует очищенному рекомбинантного верблюжьего химозина C.dromedarius с концентрацией белка 556 мкг/мл. В результате установлено, что активность фермента при данных условиях составляет 457 ед/мг.
Химозин является аспартической протеазой [22] и, как для любой протеазы, большое значение для ферментативной активности имеет значение рН, при которой фермент обладает максимальной активностью. Исследовался диапазон рН от 4,5 до 8,0. Ниже данного диапазона определить коагуляционную активность химозина не представляется возможным, так как при рН ниже 4,5 капа-казеин молока начинает неферментативно выпадать в осадок. Поскольку эволюция химозина происходила вместе с молоком и компонентами молока, представляется маловероятным, что химозин будет обладать высокой активностью при очень низком значении рН. Тем более, что в производстве сыра таких показателей не будет. В результате проведенных исследований было установлено, что фермент обладает максимальной активность при рН=4,5 и обладает 50% активностью в диапазоне рН 4,5-6,5 (рисунок 5).
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Рисунок 5 – Влияние рН-среды на активность рекомбинантного химозина C.dromedarius
Изучение влияния температуры на активность химозина одногорбого верблюда проводили в диапазоне 22°С-65°С. В результате установлено, что фермент обладает максимальной активностью при температуре +48°С ± 2°С (рисунок 6).
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Рисунок 6 – Влияние температуры на активность рекомбинантного 
химозина C.dromedarius
Предварительные эксперименты и из литературных источников известно, что химозин является кальций зависимым ферментом. Однако, представляется интересным определение зависимости активности фермента от ионов других металлов. 

При изучении влияния ионов металлов на ферментативную активность рекомбинантного химозина использовались хлориды металлов: FeCl3, LiCl2, MnCl2, NiCl2, BaCl2, CoCl2, ZnCl2, MgCl2, CaCl2, KCl, NaCl в концентрации 10 мМ. В ходе проведенных экспериментов было установлено, что коагуляционная активность рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius зависит от типа иона (рисунок 7). В частности, подтверждено и на рисунке показано, что химозин является кальций зависимым ферментом. Кроме того, активность рекомбинантного химозина C.dromedarius значительно увеличивается в присутствии FeCl3 MnCl2, MnCl2, BaCl2, CoCl2.
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Рисунок 7 – Зависимость активности рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius от ионов металлов
Таким образом, в результате проведенной работы получена генно-инженерная конструкция, в которой ген химозина одногорбого верблюда C.dromedarius встроен под контроль GAP промотора. Полученной конструкцией были трансформированы компетентные клетки дрожжей Pichia pastoris и путем трехуровневого скрининга были отобраны клоны, один из которых штамм P.pastoris/ChymCD был отобран в качестве штамма-продуцента рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius.
Была наработана культура штамма-продуцента и индуцирована секреция целевого белка в культуральную среду. Комбинацией методов очистки: тангенциальной ультрафильтрацией на мембранах с размерами пор 10 кДа и ионнообменной хроматографии на сорбентах DEAE Sepharose FastFlow, SP-Sepharose, Q-Sepharose была проведена очистка 1112 мкг рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius. Изучение биохимических свойств рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius показало, что фермент обладает удельной активностью 457 ед/мг; установлено, что в диапазоне рН до 6,5 активность фермента не падает ниже 50% от максимальной, в то время как дальнейшее увеличение рН ингибирует коагуляционную активность химозина; максимальная активность достигается при температуре +48°С ± 2°С, для полноценной и стабильной работы фермента необходима концентрация CaCl2 на уровне 40 мМ. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В соответствии с календарным планом по проекту запланированные работы выполнены в полном объеме. В ходе выполнения проекта получены результаты, на основании которых можно сделать следующие выводы:

- методом сайт направленного мутагенеза гена химозина двугорбого верблюда в положениях G685(C685, T880(A880, C881(A881, которые ведут к аминокислотным заменам в двух положениях: Leu229(Val229 и Asn294(Ser294 получен ген химозина одногорбого верблюда C.dromedarius. Секвенированием нуклеотидной последовательности подтверждена точность введенных мутаций и соответствие гена химозина одногорбого верблюда C.dromedarius заданной структуре;
- трансформацией компетентных клеток Pichia pastroris и трехуровневым скринингом получен дрожжевой штамм P.pastoris/ChymCD эффективно секретирующий рекомбинантный химозин одногорбого верблюда C.dromedarius с удельной молокосвертывающей активностью 457 ед/мг;
- методом тангенциальной ультрафильтрацией и хроматографической очистке на сорбентах DEAE Sepharose FastFlow, SP-Sepharose, Q-Sepharose проведена очистка рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius в количестве 1112 мкг из 500 мл культуры дрожжевого штамма-продуцента. Установлено, что комбинация данных методов очистки позволяет получить фермент с высокой степенью чистоты;

- изучено влияние значения рН в диапазоне от 4,5 до 8,0 на активность рекомбинантного химозина C.dromedarius. Установлено, что в диапазоне рН до 6,5 активность фермента не падает ниже 50% от максимальной, в то время как дальнейшее увеличение рН ингибирует коагуляционную активность химозина;
- изучено влияние температуры в диапазоне от +22°С до +80°С на активность рекомбинантного химозина C.dromedarius. Установлено, что максимальная активность достигается при температуре +48°С ± 2°С °С. В сравнении с физиологическим значением в 37°С при 48°С скорость реакции увеличивается;
- изучено влияние ионов металлов в составе солей FeCl3, LiCl2, MnCl2, NiCl2, BaCl2, CoCl2, ZnCl2, MgCl2, CaCl2, KCl, NaCl на ферментативную активность рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius. Установлено, что для полноценной и стабильной работы фермента необходимо поддерживать концентрацию CaCl2 на уровне 40±15 мМ мМ.

Таким образом, все поставленные задачи проекта выполнены в полном объеме, достигнута цель этапа на 2019 год – определены биохимические параметры рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius. Проведено депонирование штамма-продуцента рекомбинантного химозина двугорбого верблюда C.bactrianus в коллекции микроорганизмов Национального центра биотехнологии за номером IMB-B-323 (Приложение Б). Полученные промежуточные результаты будут использованы в анализе при сравнении химозина двугорбого и одногорбого верблюдов для определения наиболее перспективного верблюжьего сычужного фермента для использования в сыроварении.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А

Календарный план на 2018-2020 годы
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1. PTTI na ITIXB «HauuonaibHbIii nentp 6uorexnosorum KH MOH PK

1.1 Tlo npuoputery: PaumoHansHOE HCIIONB30BAHME MPUPOHBIX PECYPCOB, TeONIOTHs,
TepepaboTKa HOBBIC MATEPHAIIB H TEXHOJIOTHH, Ge30IacHble H3IeNHUs 1 KOHCTDPYKI[HH.

12 Tlo nommpuopurery: TexHONOTMH  moONyYeHHS MTaMMOB-TIPOAYLIEHTOB
GHonpenaparos.

1.3 Tlo teme mpoexra: Ne AP05133470 «Co3nanue ITamMMa-IpoJIyleHTa H pa3paboTka
TEXHONIOTMH  TOJNYMCHHE — PEKOMOMHAHTHOTO — BEPOIIOXKBEr0  CHIYYKHOTO  (bepMeHTa,
BOCTPeGOBAHHOTO HA MPENPHATHSIX MOJIOYHOH IPOMBIILICHHOCTH.

1.4 O6mas cymma mnpoexta 39260 000 (TpHINATH IEBSTH MUJUTHOHOB JIBECTH
UICCTB/ECAT THICSY) TEHTe, B TOM 4HCIE ¢ Pa3OGMBKOH 10 rojaM, JUisl BBIIOJNHEHHS paGor
COTJIaCHO IYHKTY 3:

- Ha 2018 rox - B cymme 13 000 000 (TpHHALATS MELTHOHOB) TEHTE;

- Ha 2019 rox - B cymme 13 117 000 (TpHHAANATS MHJUTHOHOB CTO CeMHA/IATH TBICAY)
TeHTe;

- Ha 2020 rox - B cymme 13 143 000 (TpuHaguaTh MUUHOHOB CTO COPOK TPH THICAYH)
TeHre.

2. Xapaxmepucmuxa Hay4no-mexnuueckoli npodyKuuu no K6aMUPUKAYUOHHBIM
HMPU3HAKAM U IKOHOMUHECKUE NOKA3amenu

2.1 Hanmpasnenue paGotsl: TeXHONOTHM MOTyYeHHS IITaAMMOB-TIPOAYLEHTOB
6Guonpenaparos.

2.2 O671acTh NPUMEHERUs: GHOTEXHONOTHS.

2.3 Koneunplit pesyibrar:

- 3a 2018 rox: BHOXMMHYeCKHe TapaMeTphl PeKOMOGHHAHTHOTO XMMO3MHA nByropboro
Bepoimona C.bactrianus.

- 32 2019 rox: PexoMGHHaTHBI XHMO3HH ofHOrop6oro Bepbmona C.dromedarius.

- 3a 2020 rox: BuoxuMudeckne napaMeTpsl peKOMGHHAHTHOTO XHMO3HHA ojtHOrOpGOro
Bepbmona C.dromedarius.

2.4 ITaTeHTOCIIOCOGHOCTB: Pe3yIIBTATEI TATEHTOCIIOCOGHDL.

2.5 Hay4no-texHudeckuii ypoBeHb (HOBH3HA): BIEPBEIC B MHpe OyaeT NoiydYeH u
OHOXMMHYECKH OXapaKTEpH30BAH HOBBIH (JePMEHT — XMMO3WH CpeHEasHaTcKoro BepOIrosa
Camelus bactrianus.

2.6 Vcnonb3oBanue HaydHO-TeXHHYECKOH TPOYKIHH OCYIIECTBIIAETCS: 3aKa34MKOM U
Hcnonaurenem.

2.7 Bux HCHONB30BaHMA pesylbTaTa HAayuHOH M (WM)  HayYHO-TEXHHYECKOH
JeSTENBHOCTH: OTYET, MyONUKALUH, 3asBKa HA IATEHT.

3. Haumenosanue paGom, cpoxu ux peanusayuu u pesyasmamsi

Mudp Hammenosanne paGor 1o CpoK BEIIONHEHAs OsxunaeMslii pesysTaT
3a1aH T H HEI
Sl A10L0BODY H{nCHORHEIG HA4aI0 | OKOHYAHHE
sTana STaIlbI €70 BHIIOIHEHHS
1 Ouncrka  pexoMOuHaHTHOTO | SIHBapH wioup2018 | Byzet ounmen

XHMO3HHA. Onpenenenne | 2018 PEKOMOUHAHTHBI XHMO3HH.
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C. bactrianus. Byner
OIpEe/IeNIeHO BIIHSIHHE HOHOB
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PEKOMOMHAHTHOTO XHMO3HHA
C. bactrianus.

Co3fanue KOHCTPYKIHH JUTst
9KCIIPECCHH TeHa XUMO3HHA
C.dromedarius. Ilonyuenue
TaMMa-IMpoAyLeHTa
PEKOMOHHATHOTO XHMO3HHA
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2019
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Byner cosnana reano-
HH)KEHEpHast KOHCTPYKIHS
JUIST 9KCIIPECCHH TeHa
xumosuna C.dromedarius.
Bynyr nony4en mramm-
TPOJYIEHT PeKOMOUHATHOTO
xumosuna C.dromedarius.

OuncTka peKOMOHHAHTHOTO
xumosuna C.dromedarius.
Omnpenienenne akTUBHOCTH
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Byner ouninen
PEKOMOMHAHTHBI XUMO3HH
C.dromedarius. Byner
ompe/ieieHa aKTHBHOCTh
PEKOMOMHAHTHOTO XMMO3HHA
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Bynyr usyuenst ero
GHOXMMHYECKHE CBOHCTBA
(BmustaEe pH-cpesel,
TEMIIepaTyphl i HOHOB
METAJLIOB).

CpaBHHTENBHBII aHATH3 10
GHOXMMHYECKUM
XapaKTepPHCTHKAaM
BEPOITIOKEUX XHMO3HHOB.
Onrumusanust ycnoBuit
KyJTHTHBHPOBAHHUSI
TePCNeKTHBHOTO LITaMMa-
MpPOMyIeHTa B GHopeakTope-
(bepmenTepe u orpaboTka
YCTIOBHIA BEIIEICHUS 1
XpaHEHHs PeKOMOHHAHTHOTO
XHMO3HHA.
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2020

Hrons 2020

Byner nposenen
CPaBHHUTENBHbIHA aHATH3 TI0
OGHOXHMHYECKHM
XapaKTepPHCTHKAM
BePOITIOKBHX XHMO3HHOB.
Bynyt onTuMusEpoBans
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XHMO3HHA.

TIpoBenenne TecToBBIX
HCTIBITAHUH 110 IPHMEHEHHIO
PEKOMOMHATHOTO XUMO3UHA
B IPOM3BOJICTBE ChIpa U
TIOJTyYeHHs] TBOPOTa.
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TIpenapara Ha OCHOBE
PEKOMOHHAHTHOrO





[image: image11.jpg]BepOIOKEEr0 XUMO3HUHA. BEPOITIOKBET0 XUMO3HHA.
Tly6muxamus pesynsraton Bynyr ony6mukosansr: 2
HCCIeI0BaHuM, Toa4a CTaThH B PELEH3UPYEMBIX
3asBKH Ha MATEHT 3apy6e>m-mx Hay4HBIX
Pecny6immkn Kasaxcra. H3IaHAAX, HHACKCHPYEMbIX

Gasamu saHHbIX Web of
Science wm Scopus ¢
HEHyJIeBBIM HMITAKT-
(akxTopom, 2 ny6mukanum B
PelIEH3HPYEMEBIX 3apyOeKHBIX
U OTEUECTBEHHBIX HAYYHBIX
M3/IaHASX C HEHYJIEBBIM
HMIaKT-haKkTOpoM, GyneT
Iojiana 1 3asiBKa Ha [aTeHT
Pecny6nuku Kasaxcran.

Or 3akazumka: Or Hcnonaurens:

Tpencenarens W.o. I'enepanbHoro aupexropa PI'TI na ITXB
sl GHOTEXHOJIOTUH»

TUKH

A 0o,
AR 2

Pamanxkynos E.M.

O3HaKoMIIeH:
Hayuubii pykoBoauTeNb npoekTa

G
ST

&
e
/ XaceHos B.B.

(noxmics)




ПРИЛОЖЕНИЕ Б
Свидетельство о депонировании штамма-продуцента рекомбинантного химозина двугорбого верблюда C.bactrianus
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r.Hyp-Cynran, Kypramsxusuckoe mocce 13/5.

(MM WHIH HAHMEHOBAHME OPrAHM3AUMH M AIPEC JEMO3UTOPA, KOTOPHIM BHAAETCA CBHIETENHCTBO O
[ZeNOHNPOBAHHH)

1. HA3BAHUE I'PMBKOBOM KYJIbTYPhI
Pichia pastoris/ChymosinCB

Ono3HaBaTeNnbHAs CCBUIKA (HOMEP, CChLIKA KonneximoHHsiii Homep,
H T.IL., IPHCBOEHHAS MUKPOOPTaHH3MY TIPUCBOEHHBIN KOJUIEKIHEH
JIETIO3HTOPOM)

ChymosinCB IMD -B - 323

2.HAYYHOE  OIIMCAHME WMWJIA  TAKCOHOMMHYECKOE  OIIPEJIEJIEHUE
MUKPOOPTAHU3MA

Pon: Komagataella
Bun: Pichia pastoris

MuKpoopraHusM, TOHMEHOBaHHBI B rpade 1, CONMPOBOXIANCSs XOIATAHCTBOM O

JETIOHUPOBAHUH, BKITFOYAIOIIEM
Macnopr
l:] 2 Crnipasky o
TIaTOr€HHOCTH
3. [IOJIYYEHHME Y ITPUHSATUE

IlltaMM NpHHAT Ha JAENOHMpOBaHHE B Koiulekimio KymbTyp PITI ma ITXB "HaumonansHerit
nenTp 6uorexxonoruu" KH MOH PK.

HacTosmum  yTBepikzaeTcs, UTO MHMKPOODraHM3M, NOHMEHOBaHHBII B rpade 1- Pichia
pastoris/ChymosinCB D22, HaxoMTCsl Ha rapaHTUPOBAHHOM XPAHEHHH.

JlaTa xenoHHpoBaHus
16.09.2019r.
4. KOJUIEKLIMS

JenozuTapuii MpoMbINLIeHHBIX MHKpooprann3Mos npu PITI ua IIXB "Haumonansnbrii
neHTp 6norexnostorun' KH MOH PK
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