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РЕФЕРАТ

Отчет 56 с., 1 кн., 11 рис., 1 табл., 30 источн., 5 прил.
ВИРУС ОСПЫ ОВЕЦ, АНТИГЕНЫ, ХЛОРОПЛАСТЫ, ТРАНСПЛАСТОМНЫЕ РАСТЕНИЯ, ЭКСПРЕССИЯ
Объекты исследования: гены вируса оспы овец sppv117 и sppv060, кодируемые ими белки, растения табака Nicotiana tabacum.
Целью проекта является разработка технологии получения рекомбинантного антигена вируса оспы овец на базе растений табака N. tabacum с хлоропластной экспрессией гена sppv117, кодирующего антигенный белок SPPV-А27L.
Методы исследования: компьютерный анализ нуклеотидных и аминокислотных последовательностей, клонирование, рестрикционный анализ, электрофорез нуклеиновых кислот и белков, бомбардмент, методы растительных культур in vitro, ПЦР, спектрофотометрия, Вестерн-блоттинг, Саузерн-блоттинг, Нозерн блоттинг.
Результаты работы и их новизна: для проведения генетической трансформации хлоропластов созданы четыре конструкции, обеспечивающие интеграцию полноразмерного гена sppv117 и делеционного варианта гена sppv060 (sppv060Δ), кодирующих соответственно белок SPPV-A27L и эктодомен белка SPPV-L1 в хлоропластный геном табака в межгенную область trnG/trnfM. Методом биобаллистики с помощью «генной пушки» получили линии табака, устойчивые к селективному антибиотику спектиномицину. ПЦР-анализом в присутствии генспецифичных праймеров подтвердили интеграцию целевой вставки в растительный геном. Последующие Нозерн-блот и Вестерн-блот анализы препаратов РНК и белковых экстрактов из полученных растений показали экспрессию целевого гена на транскрипционном и трансляционном уровне. Содержание рекомбинантных белков составляло от 0,30% до 0,99% от общего растворимого белка. Проведена проверка генетической однородности пластидных геномов девяти линий табака методом Саузерн-блоттинга, показавшая гомопластидность трех линий и гетеропластидность остальных шести. Методом металлоафинной хроматографии проведена очистка рекомбинантных белков из растительной ткани. Собраны семена транспластомных растений.
По результатам данного проекта опубликовано 7 работ (Приложение А). Сканы публикаций приведены в Приложении Д.
Область применения: биотехнология растений, ветеринария.

ҚЫСҚАША АНЫҚТАМА

Есеп 56 б., 1 к., 11 сур., 1 кесте, 30 көз., 5 қос.
ҚОЙ ШЕШЕК ВИРУСЫ, АНТИГЕНДЕР, ХЛОРОПЛАСТТАР, ТРАНСПЛАНТОМДЫ ӨСІМДІКТЕР, ЭКСПРЕССИЯ
Зерттеу нысандары: қой шешек вирусының sppv117және sppv060 гендері, олармен кодталатын рекомбинантты ақуыздар, Nicotiana tabacum темекі өсімдіктер. 
Жобаның мақсаты – SPPV-A27L антигендік протеинін кодтайтын sppv117 генінің хлоропласт экспрессиясымен N. tabacum темекі өсімдігі негізінде рекомбинантты қой шешек вирусының антигенін алу технологиясын жасау. 
Зерттеу әдістері: нуклеотид және аминқышқылы тізбектерінің компьютерлік талдауы, рестрикционды талдау, клондау, нуклеин қышқылдарының мен ақуыздардың электрофорезі, бомбалау, өсімдік дақылдарының in vitro әдістері, ПТР, спектрофотометрия, Вестерн-блоттинг, Саузерн-блоттинг. 
Алынған нәтижелер және олардың жаңалығы: хлоропластардың генетикалық трансформациясын жүзеге асыру үшін SPPV-A27L ақуызын және SPPV-L1 ақуызының эктодоменін, сәйкесінше, trnG/trnfM аймағында темекі хлоропласт геномына кодтайтын sppv117 генінің және sppv060 генінің жойылу нұсқасының интеграциялануын қамтамасыз ететін төрт құрылым жасалды. «Гендік мылтықтың» көмегімен биобаллистика әдісі бойынша селективті антибиотик спектиномицинге төзімді темекі сызықтары алынды. Мақсатты кірістірудің өсімдік геномына интеграциясы генге тән праймердің қатысуымен ПТР талдауымен расталды. РНҚ препараттарын және алынған өсімдіктерден алынған ақуыз сығындыларын кейінгі Нозерн және Вестерн блот-анализдері мақсатты геннің транскрипциялық және трансляциялық деңгейде экспрессиясын көрсетті. Рекомбинанттың мөлшері жалпы еритін ақуыздың 0,30%-дан 0,99%-ға дейін болды. Тоғыз темекі сызығының пластидті геномдарының генетикалық біртектілігі Cаузерн әдісiмен сыналды, ол үш cызықтың гомопластикасын және қалған алтының гетеропластикасын көрсетті. Өсімдік тінінен рекомбинантты ақуыздарды тазарту үшін метал-аффинді хроматографиясы әдісі қолданылды. Транспластомды өсімдіктердің тұқымдары жиналды. 
Осы жобаның нәтижелері бойынша 7 жұмыс жарияланды (А қосымшасы). Мақалалардың сканер нұсқасы Д қосымшасында келтірілген.
Қолдану саласы: өсімдік биотехнологиясы, ветеринария. 
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СОКРАЩЕНИЯ И ОБОЗНАЧЕНИЯ
В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения.
	БАП 
	–
	6-бензиламинопурин

	БСА 
	–
	бычий сывороточный альбумин

	ВОО 
	–
	вирус оспы овец

	ДНК 
	–
	дезоксирибонуклеиновая кислота

	дНТФ 
	–
	дезоксинуклеозидтрифосфат

	МС 
	–
	Мурасиге-Скуга

	НТП 
	–
	нетранслируемая последовательность

	НУК 
	–
	нафтилуксусная кислота

	олигоДНК 
	–
	олигодезоксирибонуклеотиды

	ОРБ 
	–
	общий растворимый белок

	ПАА-гель 
	–
	полиакриламидный гель

	ПДРФ 
	–
	полиморфизм длин рестрикционных фрагментов

	п.н. 
	–
	пар нуклеотидов

	ПЦР 
	–
	полимеразная цепная реакция

	РНК 
	–
	рибонуклеиновая кислота

	т.п.н. 
	–
	тысяча пар нуклеотидов

	SPPV 
	–
	sheep pox virus

	VACV 
	–
	vaccinia virus

	GUS 
	–
	β-глюкуронидаза

	DIG 
	–
	дигоксегинин

	kDa 
	–
	килодальтон

	PMSF
	–
	фенилметилсульфонил фторид

	SDS 
	–
	додецилсульфат натрия

	Sm 
	–
	спектиномицин

	trnG 
	–
	кодирующий тРНК глицина ген

	trnfM 
	–
	кодирующий тРНК формил-метионина ген

	10×his 
	–
	последовательность, кодирующая 10 остатков гистидина
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ВВЕДЕНИЕ

Проект выполнен по бюджетной программе: 217 «Развитие науки», подпрограмме 102 «Грантовое финансирование научных исследований», по приоритету: 4 «Науки о жизни и здоровье», по специализированному направлению 4.1. «Фундаментальные и прикладные исследования в области биологии».
Вирус оспы овец (ВОО, Sheep Pox Virus, SPPV) относится к роду Capripoxvirus, входящему в семейство Poxviridae [1]. Вызываемое им заболевание является высококонтагиозным и в связи с быстрым распространением, значительным экономическим ущербом, наносимым овцеводческим хозяйствам, высоким падежом, особенно среди молодняка относится к особо опасным заболеваниям [2]. Всемирная организация здравоохранения животных классифицирует его как заболевание, подлежащее уведомлению [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 первая рекомбинантная вакцина против гепатита В, произведенная посредством встраивания поверхностного антигена вируса в геном дрожжевых клеток [6].
В данном проекте впервые разработана технология получения кандидатных вакцинных белков ВОО SPPV-А27L и SPPV-L1R в растениях табака Nicotiana tabacum, экспрессирующих эти белки в хлоропластах.
За отчётный период опубликованы: 2 научные статьи, 5 тезисов на международных конференциях, получен патент на изобретение РК, разработан лабораторный регламент (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), Евразийской патентной организации (www.eapo.org), Роспатента (www.fips.ru), Fresh Patents (www.freshpatents.com); Elsevier (www.elsevier.com), PubMed (www.pubmed.com), Google Patents (https://patents.google.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.
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.
Результаты исследований были представлены в промежуточных отчетах инв. №№ 0218РК00787 (за 2018 год) и 0219РК00851 (за 2019 год).

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА о НИР

1 	Выбор направления исследования
В качестве основы рекомбинантной вакцины были выбраны иммунодоминантные белки оболочки ВОО. Известно, что структурные белки оболочки SPPV60, SPPV095, SPPV117 и SPPV122 являются иммунодоминантными [7]. Они являются ортологами белков L1R, A4L, A27L иA33R вируса осповакцины (VACV), применявшегося в качестве живой вакцины от натуральной оспы в ХХ веке. При этом вируснейтрализующая активность была показана только для кроличьих сывороток крови к синтезированным в бактериях рекомбинантным белкам SPPV60Δ (эктодомен SPPV60), SPPV117 и SPPV122. SPPV60Δ и SPPV117 были выбраны нами для синтеза в хлоропластах растений, поскольку сыворотки к ним показали достаточно высокую вируснейтрализующая активность. В дальнейшем мы их обозначили как SPPV-L1RΔ 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 и VACV достаточно филогенетически родственны, можно ожидать, что иммунизация животных рекомбинантной вакциной на базе белков SPPV-A27L и SPPV-L1RΔ 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 [10].
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 [11]. Увеличение числа копий трансгена с целью повышения уровня экспрессии трансгенных мРНК часто приводят к их сайленсингу [12].
Преодолеть эти затруднения удается при использовании трансгенной системы хлоропластов (пластид). Экспрессия трансгенов в пластидах имеет ряд важных преимуществ перед ядерной экспрессией. Содержание 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 более 70% [13, 14].
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 [15].
Примерами успешной продукции антигенов патогенных агентов в транспластомных растениях служат работы по вирусам Денге, иммунодефицита, осповакцины, полиомиелита, папилломы, возбудителя холеры [16]-[20]. Данные факты послужили причиной того, что в качестве основной системы для наработки рекомбинантных белков SPPV-A27L и SPPV-L1RΔ как кандидатных вакцинных белков против ВОО нами была выбрана хлоропластная система экспрессии генов.
В качестве растения-продуцента рекомбинантных белков ВОО 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. Процессы 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.

2		Объекты, материалы и методы исследования 
2.1	Объекты исследования
Основные объекты исследования: гены ВОО sppv117 (GenBank ID: NP_659689), sppv060 (GenBank ID: NP_659632) и кодируемые ими белки. В работе использовались бактерии E. coli штамма DH5α, растения табака Nicotiana tabacum (cv. Petit Havana). Также были использованы нуклеотидные последовательности хлоропластной ДНК табака N. tabacum (GenBank ID: Z00044).
2.2	Материалы
В работе использовались реагенты фирм “Sigma”, “Bio-Rad”, “Roche”, “Thermo Scienetific”, “Qiagen”, “5-Prime”. Плазмиды pICH11599, pKG27, pHK20 и pNT4 были любезно предоставлены профессором Варцеха Х. (Германия). Нуклеотидные последовательности синтезированных фирмой “Eurofins Genomics” олигодезоксирибонуклеотидов (олигоДНК) представлены в таблице 1.

Таблица 1 – Олигодезоксирибонуклеотиды, использованные в работе 
	Ген
	Праймер
	Последовательность

	sppv117
	117-for
	5’-gcatcatatggacagagcgttatcaatctttccaggcga

	
	117-rev
	5’-gcatctcgagtcactttagtgttgtaattcttcctgttt

	sppv60
	060-for
	5’-gcatcatatgggagcagccgctagtat

	
	060-rev
	5’-gcatgtcgacttatatataaaattgatatatccgtatcccga

	фланкирующий район хлоропластного генома табака
	сhl-for
	5’-cgacggagagggggtccacc

	
	сhl-rev
	5’-gaagcccctttaccattctgtat



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 “Image J 1.42q”.
Секвенирование ДНК осуществляли с использованием коммерческого набора Big Dye® Terminator v.3.1 (“Applied Biosystems”) по методике фирмы производителя. Считывание проводили с двух сторон с использованием ген-специфичных праймеров 117-for, 117-rev, 060-for и 060-rev. Образцы ДНК анализировали на генетическом анализаторе ABI Prism 310 (“Applied Biosystems”).
Биобаллистика растений. Для трансформации использовали листья растений табака Nicotiana tabacum (cv. Petit Havana), выращенных в асептических условиях in vitro на среде Мурасиге-Скуга (МС) [21]. Среда содержала 3% сахарозы, 0,7% агара. Биолистику проводили с помощью генной пушки PDS-1000/He Biolistic Particle Delivery System (“Bio-Rad”) по общепринятому протоколу [22]. После обстрела экспланты листьев помещали на чашки Петри со средой для регенерации (МС среда, содержащая 1 мкг/мл БАП (6-бензиламинопурин), 0,1 мкг/мл НУК (нафтилуксусная кислота) и 500 мкг/мл антибиотика спектиномицина (Sm). Чашки инкубировали при 23°С, при освещенности 3000 люкс и световом режиме 16 ч/8 ч (день/ночь). Каждые две недели сегменты листьев перекладывали на чашки Петри со свежей средой. Регенерировавшие в течение нескольких месяцев побеги срезали и укореняли на среде МС без гормонов с добавлением Sm. На втором этапе отбора экспланты листьев первичных регенерантов помещали на чашки Петри со средой для регенерации. Таким образом, было проведено 4 повторные 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 дНТФ, 0,2 мкл Taq-полимеразы (1 ед), 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 [23]. Электрофоретическое разделение растительных белков проводили в 15% SDS-ПАА-геле по методу Лемли [24]. 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”), разведенные в блокировочном буфере в соотношении 1:4000. В качестве вторичных антител использовали антимышиные IgG, коньюгированные с пероксидазой хрена (“Santa Crus Biotechnology”) и разведенные в блокировочном буфере в соотношении 1:4000. Инкубацию с антителами проводили в течение 1 часа при комнатной температуре. Отмывку от антител проводили четырежды по 5 мин. буфером TBST (TBS, содержащий 0,05% Тween-20). В качестве субстрата для пероксидазы использовали Chemiluminescent Peroxidase Substrate 3 (“Sigma”) или Metal Enhanced DAB Substrate Kit (“Thermo Scientific”). Для изучения антигенности очищенных из растений белков использовали сыворотку крови овцы, зараженной ВОО («НИИ проблем биологической безопасности РК»), разведенные в в блокировочном буфере в соотношении 1:400, в качестве вторых антител использовали антиовечьи IgG, коньюгированные с пероксидазой хрена (“Sigma”), разведенные в соотношении 1:2000. В качестве субстрата использовали Metal Enhanced DAB Substrate Kit (“Thermo Scientific”).
Саузерн-блоттинг состоял из следующих этапов: рестрикции ДНК; электрофореза фрагментов ДНК в агарозном геле; депуринизации и денатурации 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 Tango (“Thermo Scientific”), 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).
Депуринизацию проводили в растворе 250 мM HCl в течение 10 мин. при покачивании при комнатной температуре. ДНК денатурировали в растворе 0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl дважды по 15 мин. Гель промывали водой и добавляли нейтрализующий раствор (0,5 M Tris-HCl, 1,5 M NaCl, pH 7,5). Процедуру проводили дважды в течение 15 мин.
Перенос на мембрану Porablot NY plus (“Macherey-Nagel”) осуществляли капиллярным способом в 10 × SSC буфере (3 M NaCl, 300 мМ цитрата натрия) в течение ночи. Для контроля полноты переноса ДНК на мембрану гель окрашивали в растворе бромистого этидия и оценивали визуально под УФ-лучами.
Фиксацию ДНК на мембране проводили под УФ-лучами длиной 254 нм в течении 3 мин.
Приготовление DIG-меченного зонда, представляющего собой ДНК-фрагмент, полученный амплификацией ДНК из растений дикого дикого типа, проводили с помощью набора PCR DIG Probe Synthesis Kit (“Roche”) при участии пары праймеров сhl-for и сhl-rev (таблица 1).
Гибридизация. Перед проведением гибридизации проводили предгибридизацию для предотвращения 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. при покачивании при комнатной температуре. Далее дважды отмывали мембрану в течении 15 мин. раствором 0,2×SSC буфера и 0,1% SDS при 65 ºС.
Детекция. Мембрану промывали в буфере для отмывки (0,1 M Maleic acid, 0,15 M NaCl, 0,3% Tween-20, pH 7,5). Затем мембрану помещали в блокирующий буфер (1×DIG Block Reagent, 1×Maleic acid buffer) на 30 мин. Далее 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, после инкубировали 5 мин. в буфере для детекции (0,1 M Tris-HCl, 0,1 M NaCl, pH 9,5). Детекцию проводили при помощи щелочной фосфатазы CSPD (“Roche”) в буфере для детекции в соотношении 1:200. Мембраны экспонировали на рентгеновской пленке (“USA Scientific”).
Нозерн-блоттинг. Препараты РНК выделяли с помощью реагента тризол (“Sigma”). РНК (5 мкг) разделяли электрофорезом в содержащем формальдегид 1,2% агарозном геле и после переноса на нейлоновую мембрану (“Macherey-Nagel”) инкубировались с зондом при 50 ºС в течение ночи. В качестве зонда использовали DIG-меченные ПЦР-продукты, полученные при участии плазмид pP117 и pP060 и пар праймеров sppv117-for/sppv117-rev и sppv060-for/sppv060-rev. Мечение зондов, детекцию продуктов гибридизации проводили теми же реагентами, использованными в Саузерн-блоттинге.
Очистка белков из растительной ткани. 1 гр листьев растирали пестиком в ступке в 8 мл буфера для лизиса (50 мМ NaH2PO4, 0,3 M NaCl, 2 мМ имидазол, 2% тритон Х- 100, 15 мМ β меркаптоэтанол, 2 mM PMSF, рН 8,0). Лизат центрифугировали при 10 000 g в течение 20 мин., к супернатанту добавляли 1 мл суспензии Ni-NTA агарозы (“5- PRIME”). Далее смесь инкубировали при покачивании в течение 1 часа на льду. После смолу промывали дважды 8 мл промывочного буфера (50 мМ NaH2PO4, 0,3 M NaCl, 20 мМ имидазол). Смыв белка проводили ступенчато используя буфер для элюции (50 мМ NaH2PO4, 0,3 M NaCl, 250 мМ имидазол, рН 8,0). Белоксодержащие фракции объединяли, диализовали против калий-фосфатного буфера (рН 7,0) и концентрировали ультрафильтрацией через колонки 3,000 MWCO HY (“Amicon”).
Общие методы. Cпектрофотомерическое определение концентрации ДНК, электрофорез нуклеиновых кислот и белков, клонирование проводили по стандартным методикам [25].
Статистические методы. Спектрофотометрическое определение концентрации ДНК, РНК и белков проводили в трех повторах с вычислением в пакете Microsoft Office Excel 2013 среднего арифметического значения (Xср) и стандартного отклонения (s).

3 		Обобщение и оценка результатов исследований
3.1 	Создание генетических конструкций
Для экспрессии в хлоропластах гены ВОО были помещены под контроль различных хлоропластных регуляторных элементов: промоторов PpsbA или Prrn и терминаторов транскрипции TpsbA или TrbcL. В работе были использованы ранее полученные нами вектора, содержащие гены sppv117 (450 п.н.) и sppv060Δ (567 п.н. из 738 п. н) в составе экспрессионного вектора pET19b [26], [27]. Гены ВОО из плазмид pET19b/sppv117 и pET19b/sppv60Δ были переклонированы в транзиентный вектор pICH11599 по сайтам рестрикции NcoI и BamHI, что привело к получению плазмид pICH11599/sppv117 и pICH11599/sppv60Δ. Наличие в полученных плазмидах сайта XbaI после сайта BamHI позволило провести клонирование генов ВОО в вектор pKG27 между сайтами NcoI и XbaI вместо гена uidA, кодирующего репортерный белок β-глюкуронидазу (GUS), поместив их между промотором и терминатором пластидного гена psbA. Полученные плазмиды обозначили как pKG27/sppv117 и pKG27/sppv060Δ, соответственно.
Паралельно оба гена были субклонированы в вектор pHK20, содержащий кодирующий неомицинтрансферазу ген neo между хлоропластным промотором Prrn и терминатором TrbcL. Для того чтобы заменить ген neo генами ВОО, вектор был последовательно обработан рестриктазой NdeI, фрагментом Кленова в присутствии дНТФ для заполнения 5'-выступающих "липких" концов ДНК с образованием "тупых", затем рестриктазой XbaI. Далее векторную ДНК лигировали с ДНК-фрагментами генов sppv117 и sppv060Δ, выщепленными из плазмид pICH11599/sppv117 и pICH11599/sppv60Δ, подготовленными так же, за исключением того, что использовали рестриктазу NcoI вместо NdeI. Полученные плазмиды обозначили как pKHK20/sppv117 и pHK20/sppv060Δ, соответственно.
Плазмиды pKG27/sppv117, pKG27/sppv60Δ, pHK20/sppv117, pHK20/sppv60Δ были обработаны рестриктазами SacI и HindIII, соотвествующие ДНК-фрагменты c размерами 992 п.н., 1109 п.н., 898 п.н., 1015 п.н. были клонированы в вектор pNT4 между указанными сайтами. В результате были получены плазмиды pP117, pP060Δ (содержащие гены ВОО под промотором PpsbA) и pR117, pR060Δ (содержащие гены ВОО под промотором Prrn). На рисунке 1 представлены их карты. Присутствующие фланкирующие последовательности в полученных векторах обеспечивают интеграцию трансгена в межгенную область trnG/trnfM хлоропластного генома путем гомологичной рекомбинации, а ген aadA, придающий устойчивость к антибиотику Sm, позволяет проводить отбор трансформантов. Сиквенс нуклеотидных последовательностей генов sppv117 и sppv060Δ в составе векторов показал, что указанные гены не содержат мутаций, внесенных в ходе клонирования, и конструкции могут быть использованы в дальнейшей работе.
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А – pP117; Б – pP060Δ; В – pR117; Г – pR060Δ. Tobacco flanking region – фланкирующие районы хлоропластной ДНК табака; TpsbA - терминатор пластидного гена psbA; aadA – ген устойчивости к спектиномицину; PpsbA – промотор пластидного гена psbA; trnG – ген глициновой тРНК; 5’psbA – 5’-НТП гена psbA; PrrnT7g10 – промотор рибосомального оперона пластид слитый c 5’-НТП гена 10 бактериофага Т7; 10×His – последовательность, кодирующая 10 остатков гистидина; sppv117 – ген белка SPPV-A27L; sppv60Δ – ген укороченной формы белка SPPV-L1R; trnfM – ген формил-метиониновой тРНК; amp – ген устойчивости к ампицилину; ori – участок начала репликации.

Рисунок 1 – Карты плазмид 

3.2 	Трансформация хлоропластов табака
Для проведения трансформации растений табака N. tabacum (cv. Petit Havana) плазмидная ДНК полученных конструкций была выделена из 100 мл бактериальной культуры. Конечный выход плазмидных ДНК составил 91,25±7,39 мкг, что достаточно для проведения нескольких десятков выстрелов. Процесс получения транспластомных растений методом биобаллистики (бомбардировки) состоял из нескольких этапов: обстрела целых листьев частицами золота с иммобилизованной на их поверхности ДНК, культивирования листовых сегментов на среде MC с гормонами и Sm, образования каллусов, регенерация побегов, укоренения побегов на безгормональной среде МС с добавлением Sm. Регенерация растений происходила в течение двух-трех месяцев от начала эксперимента. В результате было получено 10 Sm-устойчивых растений-регенерантов. Для плазмиды pP060Δ таких растений отобрать не удалось. На рисунке 2 приведены этапы получения транспластомных растений табака.
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А – лист после бомбардировки с отмеченной зоной попадания золотых частиц; Б – разрезанный на сегменты лист на среде с гормонами и Sm; В – образование Sm-устойчивых каллусов; Г – регенерация побегов; Д – укоренение растений на безгормональной среде.

Рисунок 2 – Этапы баллистической трансформации табака

3.3 Тестирование растений-регенерантов на наличие трансгена методом ПЦР
На следующем этапе была проведена проверка присутствия трансгенов в полученных растениях 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 пар 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 3А), три - sppv60Δ размером 0,57 т.п.н. (рисунок 3Б).
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А – ПЦР с праймерами к гену sppv117; Б – ПЦР с праймерами к гену sppv60Δ. К - отрицательный контроль (ДНК из растения табака дикого типа); 1-4 – ДНК растений-регенерантов, полученных с помощью плазмиды pP117; 5-7 – с помощью pR117; 8-10 – с помощью pR060Δ; М100 – ДНК-маркер O'RangeRuler 500 bp DNA ladder (“Thermo Scientific”); К1+ и К2+ – положительный контроль (10 нг плазмиды pP117(К1+); 10 нг плазмиды pR060Δ (К2+).

Рисунок 3 – Электрофоретический анализ в 1,5 % агарозном геле продуктов ПЦР для выявления в растениях трансгенов 


3.4	Оценка экспрессии генов sppv117 и sppv060Δ методом Нозерн-блоттинга
Способность полученных линий экспрессировать целевые гены изучали на транскрипционном уровне. Проведенный Нозерн-блоттинг препаратов тотальной клеточной РНК с применением DIG-меченных зондов к генам sppv117 и sppv60Δ выявил во всех полученных линиях наличие специфической мРНК двух типов (рисунки 4А и 4Б). Наряду с моноцистронными транскриптами обнаружили присутствие более длинных продуктов, по-видимому, обусловленное неэффективной терминацией транскрипции, что в целом характерно для пластид [28].
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дт – растение дикого типа; 1-3 – растения, трансформированные плазмидой pP117; 4-6 – растения, трансформированные pR117; 7-9 – растения, трансформированные плазмидой pR060Δ; т.н. – тысяча нуклеотидов. Нижние, окрашенные бромистым этидиумом, гели отражают количество анализированной РНК.

Рисунок 4 – Нозерн-блоттинг тотальной РНК из транспластомных растений c зондами к генам sppv117 (А) и sppv060Δ (Б)

3.5	Оценка содержания рекомбинантных белков SPPV-А27L и SPPV-L1RΔ в транспластомных растениях методом иммуноблоттинга
	Так как рекомбинантные белки SPPV-A27L и SPPV-L1RΔ содержат на N-конце олигогистидин, способность полученных линий синтезировать указанные белки оценивалась с помощью иммунноблоттинга с применением поликлональных антител к пентагистидину. Белковые препараты из тестируемых линий табака были очищены с помощью реагента тризол. Концентрацию белков измеряли по методу Брэдфорда относительно известных концентраций БСА и по 5 мкг каждого образца наносили в лунки 15% ПАА-геля, содержащего SDS. После разделения белки переносили на PVDF мембрану и проводили иммуноблоттинг. В качестве первых антител использовали мышиные поликлональные антитела к пентагистидину, а в качестве вторых – козьи антимышиные антитела, коньюгированные с пероксидазой хрена. Результаты иммуноблоттина приведены на рисунке 5, из которого видно, что все анализируемые линии синтезируют целевые рекомбинантные белки. Однако линии Nt-PpsbA-117, содержащие ген sppv117 под контролем промотора PpsbA, синтезируют белок SPPV-A27L размером 20,3 kDa заметно в меньшем количестве, чем растения линии Nt-Prrn-060Δ, содержащие ген sppv117 под контролем промотора Prrn. Растения серии Nt-Prrn-060Δ, содержащие ген sppv060Δ под контролем Prrn промотора, синтезируют белок SPPV-L1RΔ
[image: Untitled-1]
А – Вестерн-блот анализ белковых экстрактов из транспластомных линий с антителами к пентагистидину. М - маркерные белки, размеры которых указаны в килодальтонах; дт - растение дикого типа; 1, 2 – растения, содержащие ген sppv117 под контролем промотора PpsbA; 3, 4 – растения, содержащие ген sppv117 под контролем промотора Prrn; 5, 6 – растения, содержащие ген sppv060Δ под контролем промотора Prrn; 7, 8 – 25 нг и 50 нг очищенного бактериально-синтезированного белка SPPV-A27L. Б – денситометрический анализ мембраны с помощью программы Image J 1.42q.

Рисунок 5 – Анализ синтеза белков SPPV-A27L и SPPV-L1RΔ в транспластомных линиях табака


размером 23 kDa на уровне, сравнимом с уровнем синтеза SPPV-A27L.
	Для измерения содержания рекомбинантных белков был проведен денситометрический анализ белковых полос с помощью программы Image J 1.42q. По результатам трех экспериментов было установлено, что в растениях линий Nt-PpsbA-117 и Nt-Prrn-117 содержание белка SPPV-A27L составило соответственно 0,29±0,05% и 0,99±0,11% от общего растворимого белка (ОРБ), в растениях линии Nt-Prrn-060Δ содержание белка SPPV-L1RΔ составило 0,96±0,03%. Эти результаты демонстрируют, что уровень экспрессии вирусных белков под контролем промотора Prrn примерно в три раза выше по сравнению с промотором PpsbA.
3.6	Получение гомопластидных транспластомных растений, синтезирующих белки SPPV-А27L и SPPV-L1RΔ
Первичные растения-регенеранты генетически являются гетеропластидными, поскольку их геном состоит из трансгенных пластид и пластид дикого типа. С целью элиминации пластид дикого типа и отбора пластид, несущих ген устойчивости к Sm и целевой ген, был проведен второй этап селекции девяти линий (по три линии каждого варианта). Листовые сегменты отобранных линий культивировали на среде для регенерации до появления вторичных регенерантов (рисунок 6). Такой отбор проводили четырежды. Прошедшие вторичный отбор линии анализировали методом ПЦР на присутствие трансгенов, после которого изучали их гомопластидность.
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Рисунок 6 – Повторная регенерация транспластомного растения табака

3.7	Проверка гомопластидности растений методом гибридизации нуклеиновых кислот
Гомопластидность полученных линий оценивали по полиморфизму длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ) посредством Саузерн-блоттинга с использованием меченого зонда. Препараты тотальных ДНК, выделенных из транспластомных линий и растения дикого типа, обрабатывали рестриктазой EcoO109I, подобранной в результате компьютерного анализа нуклеотидной последовательности хлоропластной ДНК табака дикого типа с помощью программы SnapGene 2.8.3. Зонд представлял собой ДНК-фрагмент размером 0,71 т.п.н., полученный в ходе амплификации ДНК дикого типа с участием пары праймеров сhl-for/сhl-rev. Зонд охватывал сайт встраивания трансгенов в пластидную ДНК между генами trnG (ген глициновой тРНК) и trnfM (ген формил-метиониновой тРНК), а также смежные районы (рисунок 7А). Зонд гибридизовался с ДНК-фрагментом длиной 3,2 т.п.н. из растений дикого типа. Присутствие одного ДНК-фрагмента с размером 5,2 т.п.н. и отсутствие 3,2 т.п.н.  ДНК-фрагмента  в  транспластомных   растениях  серии   Nt-РpsbA-117  свидетельствует  о 
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А, – область интеграции трансгенов в пластомный геном растений дикого типа; Б, В – та же область в геноме растений, трансформированных геном sppv117 под контролем промоторов PpsbA и Prrn; Г – та же область в геноме растений, трансформированных геном sppv060Δ под контролем промоторов Prrn; Г, Д – блот-гибридизация ДНК растений серии Nt-PpsbA-117, Nt-Prrn-117; Е – блот-гибридизация ДНК растений Nt-Prrn-060Δ.

Рисунок 7 – Саузерн-блот анализ транспластомных растений табака


генетической однородности хлоропластной ДНК, содержащей ген sppv117 под контролем промотора PpsbA (рисунки 7Б, 7Д). В линиях серий Nt-Рrrn-117 и Nt-Рrrn-060Δ помимо ожидаемых фрагментов длиной 5,2 т.п.н. и 5,3 т.п.н. выявлено несколько фрагментов, гибридизующихся с зондом и отмеченных на рисунке звездочками (рисунки 7Д, 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. Теоретически каждый привнесенный в составе вектора элемент может вызвать образование как минимум двух видов нежелательных продуктов рекомбинации. МакКейб с соавторами описал случай рекомбинации между нативной и привнесенной копией терминатора TrbcL в прямой ориентации [29]. Также описан случай рекомбинации между двумя копиями промотора PpsbA [30].

3.8	Разработка и оптимизация технологии очистки белков SPPV-А27L и SPPV-L1RΔ из растительной ткани
Очистка рекомбинантных белков методом металло-афинной хроматографии на Ni-NTA-агарозе была проведена в нативных условиях. Предварительные эксперименты, результаты которых приведены на рисунке 8, показали, что добавление в экстракционный буфер (50 мМ NaH2PO4, 0,3 M NaCl, 2 мМ имидазол, 15 мМ β меркаптоэтанол, 2 mM PMSF, рН 8,0) детергентов Тритон Х-100 или SDS до конечной концентрации 2% обеспечивало более высокий выход целевых белков по сравнению с Твин-20. Экстракцию белков из растений серий Nt-Рrrn-117 и Nt-Рrrn-060Δ проводили в буфере, содержащем 2% Тритон Х-100. На рисунках 9 и 10 представлены результаты иммунодетекции белков SPPV-A27L и SPPV-L1RΔ в очищенных фракциях. После однократной очистки белоксодержащие фракции объединяли, диализовали против калий-фосфатного буфера и концентрировали ультрафильтрацией. Аликвоты концентрированных белковых препаратов подвергали электрофорезу и после окрашивали гели раствором Кумасси бриллиантового голубого G-250. Окрашивание показало, что после однократной очистки в препаратах присутствует значительная доля эндогенных растительных белков (дорожка 1 на рис. 9Б и 10Б). Поэтому была проведена вторая очистка на Ni-NTA-агарозе с последующим Вестерн-блот анализом, диализом и концентрацией элюированных белковых фракций. Повторная очистка позволила избавиться от неспецифически связавшихся эндогенных белков и получить достаточно гпмогенные репараты рекомбинантных белков (дорожка 2 на рис. 9Б и 10Б).
           [image: рис8]
М – маркерные белки c размерами в килодальтонах; 1 и 2 – экстрагированные в содержащем Твин-20 буфере белки растения дикого типа и Nt-Prrn-117#7 соответственно; 3, 4, 5 –экстрагированные белки в буфере в присутствии SDS, без детергента и в присутствии Тритон Х-100 соответственно из растения Nt-Prrn-117#7.

Рисунок 8 – Вестерн-блот анализ белков из листьев растения Nt-Prrn-117#7 в экстракционных буферах в приутствии различных детергентов
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А – Вестерн-блот анализ различных фракций, элюированных с Ni-NTA агарозы, с антителами к пентагистидину: 1 – экстракт до связывания с Ni-NTA агарозой; 2 – фракция белков, не связавшихся с Ni-NTA агарозой; 3 – фракция белков в промывочном буфере, 4-8 – фракции элюированных белков. Б – 15% ПАА-гель, окрашенный Кумассии G250: М - маркерные белки c размерами в килодальтонах; 1, 2 – SPPV-A27L после первой и второй очистки соответственно. В – Вестерн-блот анализ очищенного из растений белка SPPV-A27L с сывороткой овцы, зараженной ВОО: 1 – 0,5 мкг белка SPPV-A27L; 2 – 5 мкг белка из растения дикого типа.

Рисунок 9 – Иммуно-блот анализ и электрофореграмма белков в ходе очистки белка SPPV-A27L
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А – Вестерн-блот анализ различных фракций, элюированных с Ni-NTA агарозы, с антителами к пентагистидину: 1 – экстракт до связывания с Ni-NTA агарозой; 2 – фракция белков, не связавшихся с Ni-NTA агарозой; 3-9 – фракции элюированных белков. Б – 15% ПАА-гель, окрашенный Кумассии G250: М - маркерные белки c размерами в килодальтонах; 1, 2 – SPPV-L1RΔ после первой и второй очистки соответственно. В – Вестерн-блот анализ очищенного из растений белка SPPV-L1RΔ с сывороткой овцы, зараженной ВОО: 1 – 0,5 мкг белка SPPV-A27L; 2 – 5 мкг белка из растения дикого типа.

Рисунок 10 – Иммуно-блот анализ и электрофореграмма белков в ходе очистки белка SPPV-L1RΔ

Выход очищенных из листьев белков составил 19,67±1,25 мкг/г для SPPV-A27L и 10,3±0,87 мкг/г для SPPV-L1RΔ. Очищенные белки ВОО были изучены Вестерн-блот анализом с применением сыворотки крови выздоравливающей овцы, зараженной вирусом оспы овец. Как показал анализ, сыворотка распознала очищенные из растений SPPV-А27L и SPPV-L1RΔ белки (дорожка 1 на рис. 9В и 10В). Эти данные указывают на то, что продуцируемые хлоропластом белки сохраняют свои антигенные свойства.
3.9	Получение семян транспластомных растений табака
Высаженные в грунт транспластомные линии серии Nt-PpsbA-117 по внешнему виду не отличалась от растений дикого типа, тогда как линии Nt-Prrn-117 и Nt-Prrn-060Δ при пересадке в грунт показали признаки задержки роста и более бледной окраски листьев (рисунок 11А). Несмотря на данные факты, все транспластомные растения нормально развивались и завязывали семена (рисунок 11Б). Собранные семена транспластомных линий и растений дикого типа были простерилизованы и помещены на содержащую Sm среду МС. Как видно из рисунка 11В, растения Nt-PpsbA-117 поколения Т1 в отличие от дикого типа обладали ярко-зеленой окраской, растения Nt-Prrn-117 и Nt-Prrn-060Δ поколения Т1 обладали бледно-зеленой окраской, но также отличались от обесцвеченных растений дикого типа. Проведенный тест на прорастание семян на среде с антибиотиком свидетельствует о том, что встроенные в хлоропластный геном трансгены, наследуются в Т1 поколении.

[image: рисунок91]
А – высаженные в грунт транспластомные растения; Б – стадия образования семян; В – тест на прорастание семян на содержащей Sm среде. Семена растения дикого типа (дт), Nt-PpsbA-117, Nt-Prrn-117 через 6 недель и семена растения Nt-Prrn-060Δ через 2 недели после посева.

Рисунок 11 – Получение семян транспластомных растений

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 разработали технологию экспрессии рекомбинантных антигенов вируса оспы овец в транспластомных растениях. В соответствии с календарным планом были получены следующие результаты:
1) сконструированы хлоропластные вектора pP117, pR117, pP060Δ и pR060Δ, содержащие гены структурных белков ВОО SPPV-A27L и SPPV-L1RΔ под контролем пластидных промоторов Prrn или PpsbA и терминаторов TrbcL или TpsbA; 
2) методом биобаллистики проведена трансформация листьев табака N. tabacum полученными ДНК-конструкциями, получены растения-регенеранты с помощью плазмид pP117, pR117и pR060Δ;
3) методом ПЦР проведено тестирование растений-регенерантов на наличие трансгенов sppv117 и sppv060Δ, показавшее, что семь отобранных линий содержат ген sppv117, три линии содержат ген sppv060Δ;
4) Нозерн-блоттингом препаратов тотальной клеточной РНК с применением DIG-меченных зондов к генам sppv117 и sppv60Δ показано присутствие во всех полученных линиях специфичных мРНК;
5) методом иммуноблоттинга показано, что все транспластомные растения синтезируют рекомбинантные белки на уровне от 0,29% до 0,99% от ОРБ;
6) проведена повторная четырехкратная регенерация девяти транспластомных линий для получения гомопластидных растений; 
7) методом Саузерн-блоттинга проведена проверка генетической однородности пластидных геномов у отобранных линий табака, показавшая гомопластидность трех линий и гетеропластидность шести линий;
8) разработана и оптимизирована технология очистки белков SPPV-А27L и SPPV-L1RΔ из транспластомных растений, по которой проведена очистка и концентрирование рекомбинантных белков, синтезированных в хлоропластах;
9) получены жизнеспособные семяна транспластомных растений табака.
Основные выводы:
1) хлоропласты являются подходящей экспрессионной системой для синтеза антигенных белков SPPV-А27L и SPPV-L1RΔ, выбранных нами в качестве субъединичных кандидатных вакцин против оспы овец;
2) пластидный промотор Prrn по сравнению с промотором PpsbA обеспечивает более высокий выход вирусных белков;
3) Формат векторов pR117и pR060Δ приводит к реорганизации хлоропластной ДНК и изменению окраски листьев транспластомных растений.
Оценка полноты решения поставленных задач. Все задачи решены в срок и в полном объеме. Все исследования, запланированные в рамках НИР, завершены. Получен патент на изобретение. Согласно требованиям, к конкурсной документации и календарному плану опубликована 1 статья в отечественном журнале (IF по КазБЦ - 0,043), 1 статья в российском журнале (IF поРИНЦ - 0,220), 1 статья подана в журнал “Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii” (процентиль по Scopus - 31%), 1 статья подана в журнал “Biotechnology Letters” (процентиль по Scopus - 66%) (см. Приложение Д).
Разработка рекомендаций. В рамках реализации проекта оформлен лабораторный регламент (см. Приложение Д).
Научно-технический уровень НИР. Работа выполнена на самом высоком научно-техническом уровне с вовлеченеим самых современных методов молекулярной биологии, биохимии и биотехнологии растений.
Технико-экономическая эффективность. 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.
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2.	Международное сотрудничество: 
Технический Университет г. Дармштадт (Германия), отдел биотехнологии растений и метаболической инженерии, проф. Х. Варцеха.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 	Г
Перечень зарубежных информационных ресурсов 

Поиск проводился по электронным базам данных, информационно-справочным системам и ресурсам: 
ScienceDirect (www.sciencedirect.com); 
Scopus (www.scopus.com); 
Web of Knowledge (www.webofknowledge.com); 
Web of Science (https://webscience-journal.net/webscience);
Elsevier (www.elsevier.com); 
PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed); 
United States Patent and Trademark Office (patft.uspto.gov),
Fresh Patents (www.freshpatents.com);
Евразийская патентная организация (www.eapo.org); 
Роспатент (www.fips.ru); 
Академия Google (https://scholar.google.com);
Google Patents (https://patents.google.com).


ПРИЛОЖЕНИЕ Д
Подтверждающие документы
Публикации за 2018 г.:
1 Stanbekova G., Beisenov D., Nadirova L., Iskakov B., Warzecha H. Recombinant Sheep Pox Virus Antigens Expression In Chloroplasts // Journal of Biotechnology. - 2018. – Vol.282, Suppl. - P. S85. DOI: 10.1016/j.jbiotec.2018.06.280. (IF 2,533).
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2	Станбекова Г.Э., Бейсенов Д.К., Надирова Л.Т., Искаков Б.К. Экспрессия антигенов вируса оспы овец в хлоропластах растений // Материалы Междунар. симпозиума «Астана Биотех 2018» / г. Астана, (12-13 июня 2018 г.) – С. 139.
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Публикации за 2019 г.:
1	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 // Материалы 5-ой междунар. науч. конф. "Генетика, геномика, биоинформатика и биотехнология растений" (PlantGen2019) / г. Новосибирск, (24-29 июня 2019 г.). – С. 41.
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[image: PlantGen2019-Abstracts_3_Страница_2]
2 Аргимбаева Т.У. Получение гомопластидных транспластомных растений NICOTIANA TABACUM // Материалы междунар. науч. конф. студентов и мол. ученых «Фараби Әлемі» / Алматы, (9-10 апреля 2019 г.). – С. 178.
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5	Бейсенов Д.К., Станбекова Г.Э., Искаков Б.К. Экспрессия белков A27L и L1R вируса оспы овец в прокариотических и эукариотических системах // Материалы междунар. науч. конф. мол. ученых «Фундаментальные исследования и инновации в молекулярной биологии, биотехнологии, биохимии» к 80-летию со дня рождения академика Мурата Абеновича Айтхожина / Алматы, (28-29 ноября 2019 г.) – С.72.
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6	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. DOI: 10.26577/eb-2019-3-b12. (IF по КазБЦ 0,043).
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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. (IF РИНЦ 0,220).
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[image: ВЗБ 2019 № 8 раздел Ветеринария сокр1_Страница_03]
Публикации за 2020 г.:

1	Бейсенов Д.К., Станбекова Г.Э., Искаков Б.К.Транспластомные растения табака, продуцирующие гидрофильный домен белка оболочки L1R вируса оспы овец. Принята в журнал “Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii” (процентиль по Scopus - 31%).
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2 Production of the sheep pox virus structural protein SPPV117 in tobacco chloroplasts. Подана в журнал “Biotechnology Letters” (процентиль по Scopus - 66%).
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Патент РК:
Станбекова Г.Э., Бейсенов Д.К., Надирова Л.Т., Искаков Б.К. Способ получения транспластомных растений, синтезирующих антигенный белок SPPV-A27L вируса оспы овец. Патент РК №34156, 05.02.2020.
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NPUJIOKEHUE b
OTH4eT 0 MATEHTHBIX HCCIeJ0BAHUIX
«YTBEPXJIAIO»

Fenepanbﬂbm nupekrop PITT «MuCcTHTYT

TeKyJIApHOH GHOMOTHU H GHOXHMHUK
uM. MLA. AUTXOKHHaY,
1.6.H., mpodeccop

K.O. lllapunos

0 NATEeHTHBIX HCCICIOBAHMAX 110 BBIOJNHEHHIO npoeKTa AP05132066 «Pa3paboTka
TEXHOJIOTHH KCIPECCHH PeKOMOWHAHTHBIX AHTHI€HOB BHPYCa OCIIBI OBEIl B TPAHCIIACTOMHBIX
pacTenusix» B cootercTBHE ¢ [latentrbv 3akonoM PecriyGmuxn Kasaxcran u CT PK TOCT P
15.011-2005 «Cucrema pa3paboTKu M [OCTAHOBKH MPOIYKLIHH Ha MPOU3BONCTBO. [laTeHTHBIE
nccnenopanns. Conepikanne H MOPSAIOK NPOBEIEHM».

Dran paboTe: 3aKmounTensbHbli (2020 rox).
Hawasno noucka 1.10.2020, oxonyanue noucka 5.10.2020.

Tabnuna B.1 - [TaTtenTHas 10KyMeHTaLMS

= —

ITpenmer Crpana BbIauH, 3asgBuTENb Haspauue Csezienus 0
HouckKa BHJI H HOMEP (natenToobnanarens), | M300peTeHus | AeHCTBHH
(o6BeKT OXPaHHOTO crpana. Homep (oo OXPaHHOTO

HCCIIeI0BaHHS, JIOKyMEHTa. 3ad4BKH, 1aTa MOJEeNH, JIOKYMEHTa
ero Knaccupukanuon- TIPUOPHTETA, obpasia) WIH
COCTABHBIE HbII HHIEKC KOHBEKLIMOHHBIH MPHYHHA €ro
YacTH) NIPHOPHUTET, JaTa aHHYJIHPOBa-
myOmMKaLy HHSA (TOJIBKO
IUTS QHATH3a
NaTeHTHOH
YHUCTOTHI)
1 2 3 4 5
Tennenuun Poccus M3obperarens: Bakuuna
pa3BHTHs [Tatent No.: Atabexos W.I. u np. | mpoTHB
cyOvenunnd- | Ru2660563 3asBHTEIb! KPacHyXH Ha
HbIx BakuuH B | MIIK: A61K39/20, | ®exnepanbHoe roc. OCHOBE
KiIeTKax A61K47/30, OromKeTHOE CTPYKTYPHO
pacTeHui C12N7/00 obpa3oBaTebHOE MOAUHIH-
YUpeskIeHHE BhIC. POBAHHOIO
ob6pa3. «MI'Vy, BHpYca
Poccust, Homep pactenuit
sasBki: 2016129533
Jlata mpuopuTerta:
19.07.2016
Jara nybnukanuu:
| 06.07.2018 N
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3AKJIIOYEHHE
0 BBINOIHEHHH NATEHTHBIX HCCIEA0BAHHH

[TpoBeaen maTeHTHO-HH(OPMAUMOHHBIH mouck Ha rnybuny S5 ner. [lateHTHO-
HHQOPMALMOHHBIH MOMCK MPOBONHMJICA MO 3JIEKTPOHHBIM 0a3aM AaHHBIX, MH(OPMALHOHHO-
crpaBounbiM cuctemam United States Patent and Trademark Office (patft.uspto.gov),
EBpasuiickas nateHTHas opraHusaius (www.eapo.org), Pocnarent (www.fips.ru), Fresh Patents
(www.freshpatents.com); Elsevier (www.elsevier.com) u zp.

[To pesynbraTam mposeiaeHHOro mnareHtHoro moucka B crpanax CHI, Esponsr, CIIA,
Kanane, Kopee u ap. no kmaccam MKH: A61K39 CO7K; CI2N 3a mocnensue 5 et BbIIBICHO
PAA NaT€HTOB, KacarOLIMXCs pa3BATHA TEXHOJIOTHH NOJYYCHHA Cy6LCﬂHHH‘{HbIX BAKLUH B
KJIeTKaX pacTeHHil. Y CTAaHOBJIEHO, YTO BeayIIee N0JI0XKeHHe B TaHHOH obmacTn 3aHuMator CIIA
u ctpanbl EBponeiickoro Coro3a.

ITpocMOTp MATEHTHOI JUTEPAaTyphl 110 TeMe IIO3BOIISIET CHENaTh 3aKIIOYCHHE O TOM, YTO
MpeANpHHAMAEMBIE HAMM  HCCIIEJIOBAHMS SABIIIOTCS aKTYalbHBIMH M TEPCHEKTHBHBIMH.
PesynbraTel naTeHTHO-HH()OPMALHOHHOTO MOMCKA MO3BOHIIN ONPENCTHTD BEAYLIHE HAYYHbIE
OpraHu3allii B 3apyOe)HBIX cTpaHax, paboTatoiue Hax mpobieMoil 3KCIPeCCHH aHTHICHOB
IIaTOTE€HOB YEJIOBEKA U KMBOTHBIX B KJIETKAaX PaCTeHHil, pa3paboTKi OHOTEXHOIOTHH IOTyYeHUs
PEKOMOMHAHTHEIX BAKIIMH U3 FeHEeTHHYECKH MOAN(HIHPOBAHHBIX PACTECHHUIA.

AHaIN3 HayYHO-TEXHMYECKOH JMTepaTypbl M JaHHBIX Internet mo3BOJMI BBIABHTb Psl
cTaTe 10 M3yueHHIO BPEMEHHOH MM CTaOHIbHOM 3KCIPECCHH aHTUTEHOB MATOTCHOB YeOBeKa
¥ )KMBOTHBIX B KJIETKaX PacTeHHil H CBUIETENLCTBYET O MEPCIEKTHBHOCTH H30PAHHOM TeMaTHKH
¥ AKTyambHOCTHM TOCTaBJCHHBIX 3a/1ai T10 CO3NAHMIO TE€HETHYECKH MOIM(HUINPOBAHHBIX
OpraHM3MOB /I TNPOM3BOACTBA B JOCTAaTOYHOM KOJHYECTBE PEeKOMOWHAHTHBIX OENIKOB

BaKIMMHHOTO Ha3HA4YCHHS.

PyxoBozauTens mpoexra Yt e I'.2. Cranbekosa

Hcnonuurens ﬁ%ﬂ JI.K. Beiicenon

[TatenToBen % 7, / B.I'. Hurmarosa
[
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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.
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[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.
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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.
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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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BynyT omybimkoBaHs! He MeHee 2
(IBYX) cTaTeii B pereH3UpyeMbIX
3apyOe)KHBIX Hay4HBIX H3/IAHHSIX,
MHJIEKCHPYEMBIX B 6a3ax JaHHbBIX
Web-of-Science umu Scopus ¢
HEHYJIEBBIM HMITAKT-(hakTOpOM.

Or 3axa3unka: Ot Ucnonuurens:
IIpencenarens enepanbHeIi nupekTop PI'TI Ha [TBX
[HEYT MOJICKYJIIPHOM GHOIOrHH 1

I'Y «Komuter Haykn MuHncTepeTBa
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et with non-toxie bio insecicdes. Research s been conducted
in 3 experimental variants in the southwsestern part of the coun-
iy during 2017, The method included tsts on combined tomato,
cucumber and besn species under prtected conditons. One of
the variant comprise the unreated (control) varian, nother w3s
represented by s thiamethoxam s chemical product and ane by
3 bio inecticide an Spincsad. Their applicatians were performed
3110-day intervals, against nymphs and aduls The effcts of the
reatments showed that in the chemical version the martaly of
insects was sbout 80% while in the bio nsecticide version the
mrtalty was about 70%. The diflerence in eficacy is less -
‘ous,a redactionin the population evelbeing demonstrated i both
cases. Of cours, the chemica produced betue esults,butthey can-
ot compensatefo the nonpolluting charscteisicof the biologcsl.
product used.

ps:Jdoiorg/ 10,1016 jiotec 2018.0675

Constructing the consttutvely active inase of
ribosomal protein S5 from Arabidopss Thaliana
(wpsei2)

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

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

E-mailaddress: bulatskskourmail o (8 Tskakov)

Most stdies of RPS6-Kinase regultion in plants e performed
on Arabdopsi thallan that contsins ARPSEKC, which s 2be to
phosphorlate RFS6 in 405 ribosomal subunit (405 RS). For full
activation AIRPSSK2 should be phosphorylated by upper level
Kinases: DK (5er298),BTOR (Thr455).and by unknown kinase
(Ser437 ). To investigae the role of RPSS phosphorylaion n pref-
erential transation of some viral and cellula SO mRNAS it 5
mportant tocbtsin constittively active APSGKZ.

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

‘Neither original nor phosphomimeti kinase was ble t0 phos-
phorylate purified recombinant AIRPS6. Phosphomimetic kinase
could phosphorylate TaRPSS in compositon of iscated 405 RS
25 was evident from SDS-PAG-slecrophoresis and subsequent
radioautography by incorporation of adiosctity from [y PIATP
into 30.kD3 polypepide.

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

hps:doi.org/ 10,1016 fiotec 2018.0670

Recombinant sheep pos virus anigens
expression in chloroplasts

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

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

% Darmstadt Technica Universiy Darmtadr,

Germany

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

Sheep pox s 1 partculrly dangerous disase of small raminants
and e signifcant economic loes.Attenuated sheep pox virus
(5PPY)is usedasavaccine forprophylacticcontrol f disease e
republic of Kazakhstan and Central A It was previously shown
thatviral tructural A27L and IR protens producedinbacteriahad
2 virusneuralzing aciviy towrds SPRV. Plant based production
ofthese immunogenic anigens via chloroplast expression 53 g00d
3pproach forsubunit vaccine development 3gains sheep pox.

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

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

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

hitps:f1doiorg/ 10,1016/ botec 201506280

INBREAD project example ofinternational
rescarch cooperation In plant blotechnology

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

" Hofigal Expot - Import S, Buchares, Romania
2 Nationa Rescarch & Development Instiute for

Food Bresource,Bucharet Fomania

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

“The riinal dea of the projec s 0 processby-products which
arevery ichinnutrtonsl and iosctve compounds o unctionsl
ngredient/fours to be used in food industry with the flloving.
beneis

- recoveringavery good sourceafnurients minerals, good qualty
protens, dietay fibers):

- minimizing of quanticy of by-products:

 designing of new functional ngredientsbakery flous:

 designing of new bakery recpes enriched i bioactve com-
pounds:

- mproving the heslthy food market

 increasing of added value of bakery products 25 well 5 of by-
produces which will b used
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IKCHPECCHS AHTHIEHOB BHPYCA OCTIBI OBELL
BXTOPOILIACTAX PACTEHMIL

Hcmumym waexyspnois Guosazu u Guoxaws . MA. Aimsaxcuna KH MOH PK
Peeytinc Kaaeman 030040 A . Jocuyedons 36
e-mil: gulshanst@ahoo.com

(Octa omcr AmAC TR 0CO60 OMACHIN 3360ACBIBNES MEKIE KIILLX KUBOTIY H BLOMRICT
HEUITILILIC JOOMIIIEC O HOTEpH. L1 TPOIIXTING CROrD Ko pasa sGocuarut s Pecmy G
Kiasaxean 1 CHTpATL IO At B 9916 TR BAKIBINL T3y CTCA TTCHYpORMIL LTINS DY
ocma oneu (SPPV). Pace 610 OKIINO, 70 AITITE A K sHpYCHIaM CTPYKTYpHUM G A27L
LIR, canrre mipomamiax s GaxTepia, o613 107 BIpYCHCH TP 10U AKTIBHOCTL IO B RO
SPPV. Tpoumaacm0 10 cHO8E ACTeI Tk YO HILLY AW CHOB HOCPEACTBON KCICCEIB S
A0 OILIACTAX AIHACTCA XOPOUIM 0RO 0N 13 PAIBHTIA CyGLE UM BAKLIIIA MPOTHB 0CTLL
OB, T H4BIAM CHAYIEC THOM AOPONHACTHOR K IDECCH TPAICIHOB ABTACTEA BCONIHH X0
HEACBUR GEIKO, 1TO TO30AACT CY ECTRCHNO YIDOCTIFTA HPOLIEAYPY OWHCTKH PEXOMGHHUITHORD
G, DOBHICHTL CTENH, WICTOTH KONCUHORD NOAYKTa Y ACIBITL IPOUCCC PO SBICTHS PTG
oA .

b Gutie oy e TPAICIABCTOMIE PACTE I Ta 483, SKErpecopyIOue reuasppy-117n
PPY-060, opyousicar e Gewon A27Lw LIR. Pexosaimuae THK-soncrpyxiumn corep-
631 posioop Prm, utep T7g10,5ppv-117 i sppy-060 v, zepstarazop Trbel, G ampo-
man naacrnoi JIHK 218 mbeAcint Mumicnclt s M einyso 0634crs rmfM/raG xiopomnacrolt
K.

‘PexonGumrmne THK <oucTpy Ko Gun sneents s xioponsacruui reuon ra6asa (Vicoriana
fabacum L. cv.Petit Havana SR1) 1 HOBEPAIOCTH 50707 WCTHI € HETOAL3OBIHCM GHOGALINCTI-
‘weckof nyu. Tpancrenos Guanoxrvepeaen [LIP-awmanrso npensparon JIHK, suscaemuix s
‘yerofiumes k cnexTinossasny pactemsi Tloc exywousi OT-ITLIP u ecrepis G10r-wames nosas
R CCHIO TPANCIEHOB I TP CHpHLOWION H TP IO yPORIRY. Peson G Gk
RCPECCHPORLTEH B TPAICIIACTONILEX PACTEHIRX i yPOBIK 2% 0 OGUIEFO KO T PACTOOpI-
sorotea.

oy 1A FOMOILIS TG TPAICIIAETONSI PACTC U, KX TKIX KOTODUI Hapaia-
I07CA GEAKH 060 0K BUPYCA OCHM OBCHL, MOTYT GMT B ALTLHEHUIEN HCTIOL3ONNM B KSNECTHS
ACIICHORD ORI Cy GBI 811K STOMY BHPYCY. PaSpaGOTaItIZA TEXHOIOMIS OO B
AN 10T PEIMGHIAITIME GEAKNE TOTLKD BETEIIIPHOND,  THIOKE MENAICKOTO 13-
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Expression of sheep pox viral A27L and L1R proteins
in prokaryotic and eukaryotic systems

Beisenov D.K.'*, Stanbekova G.E.!, Karimov N.Zh 2, Iskakov B.K.!

' M. Aitkhozhin Institute of Molecular Biology and Biochemistry, Almaty, Kazakhstan

 Kazakh Scientific Research Institute of Animal Breeding and Forage Production, Almaty, Kazakhstan
* e-mail: daniyarb@mail.ru

Sheep pox is a severe illness causing mass death among small ruminants. Epizootics
in different countries including Republic of Kazakhstan leads to great economic loses.
Sheep pox virus (SPPV) belongs to Capripoxvirus genus of the Poxviridae family.
Attenuated strains are used as vaccines for prophylactic means of the disease. Such
vaccines are effective but has crucial disadvantage as virions could revert to virulent
form by recombination. Genome sequencing and genetic engineering methods give
opportunities to produce save vaccine with less expense. Nucleotide sequence of
the SPPV “NISKHI” strain used in our work was analyzed to find orthologs of the
immunogenic structural proteins of vaccinia virus. sppv-niskhi-117 gene coding A27L
ortholog (17.3 kDA) and sppv-niskhi-060 gene coding LIR ortholog (20.3 kDA)
were used for expression in various systems. Genes were cloned in bacterial pET-19b
expression vector. Bacterially produced (E. coli BL21 strain) and purified proteins were
used for rabbit immunization. Antibodies raised to recombinant proteins showed virus
neutralizing activity. pACT2 vector was used to express proteins in Saccharomyces
cerevisiae cells (CG 1945 strain). Only A27L protein successfully expressed in yeast
cells. Transgenic Nicotiana tabacum and Brassica napus plants expressing viral proteins
were obtained after transformation by pCambia 2300 vectors containing viral genes,
translational enhancers and sequences for signal peptides to target recombinant proteins
into chloroplast or endoplasmic reticulum. A higher recombinant protein yield was
achieved when using transient expression (magnification) in Nicotiana benthamiana
leaves. Maximal viral protein level was obtained in transplastomic N. tabacum plants
carrying viral genes in the chloroplast genome. L1R protein tend to form di- and trimeric
forms in E. coli and plants. Synthesized proteins may be used for development efficient
recombinant subunit vaccine against sheep pox.

PlantGen2019 41
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TeHOTAII-CPEA MI03BOMHA PASACTHTS 4 YCT0RA Ha 2 METa-CPEH, HTO, BOIMOXHO, CBY3IHO G KOTHICCTBOM
OCAAKOB BO BPeMA UBCTCHWS W COIPERANMA CCMAH, KOTOPHE WPAIOT BTKHYIO POTb B POCTE W PAIBMTHE
ks TTonyuCHHBIE PEIyTSTaTH GYAYT HCMOMKIOBANEL 1A AATBHEHLINX HCCTICAOBANMH, CERSAHHBIX G
TCHCTHUECKUM KAPTHPOBAHHEM TIOKYCOB e KOMIOHEHTOB  ypOaiiHoCTH W
KaCCTBa SepHa MATKOH MUCHALL.

Taors pigisiacs 8, paecy oy «Cosanne nowsix JTHK-wapxepos sacyxoycrofiumsoctn
ApoBOH MArKoH C Kasaxcrauan (Ne rocpeructpaum
npoexra 0118PKO1352, py-ums Topyoncaoe EIC) o, Shimeraotl morpere OBIE wCancrin
CeueIIIST0 SacysOyCTORmLL, CPOAVITRBES, BUCORIKINCSTSCRUA COpTOe pooR rcacs

ocHose K Meronos NOIXOR0B GHoTEXHONOHH A1 yCA0BHi
Ceseproro Kunaxcranay (BR06249219) va 2015.2020 rosss.
Hayunsiii 7 EK, xéu, 2aa. nab, gy

u

TIOJIYYEHHE FOMOILTACTH/HBIX TPAHCTLIACTOMHbIX PACTEHHH NICOTIANA
TABACUM

Apriwoacsa T. Y.
Kasaxcxis Hawtonanshsii Y nnsepeater umenn ans-apaty, Anvars, Kasaxcran
98.consiantine. 98@gmail.com

Bie scna et (5, Sheep Pox Virus, SPPV) orwociren & poay Capripaxvirus, Bxonsuemy 8

ABHHAIM BHDYCOM, MRHOCHT YIICPD CenBCKOMY
XO3#HCTRY, OTAMNACTCH BHICOKHM NAZEKOM CKOTA # OTHOCKTCA K 0c0G0 onacHsi saGonesanms. Bupyc
wiHpoKo pacripocTparcn o Beehi Cpeancl u Lientpansioi Asuw, a Takoke  Cepepioit Agpie. Kpowe
OBEIL # K03 K OCHC BOCHPHHMYHBS W HCKOTODHE AMKHE KHBOTHbIE (Caliraxd, Ko3eporW, Tasenn).

DppexTunmbm cpeacTBoM npexy annseres B

acTOeE BpeNs A1 namioro » Kasaxcrase u napersax

CIOMAYIOT KyRBTYPATLHYIO BAKILAHY HA OCHOBE STTCHYHpOBaHKOTO urTamwa «HHCXHy 500, Basunns,

A KMBBX Bupycos. onacis, TaK Kax cnocod

¢ ‘BUpyeHTHEX . K 0 CrI0Co0H! OUHCTKH He AMOT

rapasTHii nonHOT or M axn X areiToB, T mpoGemy pewar

cy6u — K HoBOMy pdbexrum

HMMYHHSHDYIOLIAX NIDETapaToB.

[lehio MAHHOFO HCC/ICAORANMA AWIAETER MONYSENHE TPAHCIUIACTOMHEIX TOMOILIACTHINBIX PACTEHH}

icotiana tabacum, s ren SPPV, xonupytouii wmmyworerssii Genox

SPPY-AZIL. Dwerpeccas TPALEISiOn § WIACTUAX WMEET WeCC) IDGAUIECTS nepen tiephol.
Kommuectso six Genkos B x Tax Ha Be 1o

AnepHOH SKCTpeccHei i AoCTATAET 1-25% OT CYMMAPHOTO DACTBOPHMOTD 6Kz, 8 B s
cayuanx pocTuract 72%. Mononswosame pactenwi Tabaka B kauecrse GwoaGpHK 0GOCHOBEHO
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Ocma oserr TEReToE 3AGOTEBAHe, BEHBAOMES MACCOBSH NATEA MK ABATHELX.
SMHI00THN B AVHTENX CIpaHAX, BKTOT PecryOmKy KawXCTaE, MOTYT PHEOTTS K
HATTETHOMY SKOROMIFIECKOMy yiepdy. Bupyc ocmst open (BOO) MPHEATTEANT K POy
Capripovvirus. cexeficrea Poxviridae. JI% IpOQHIAKTHES 3250T€ BAEILS HCOTS3yi0TCA BAKINHES! HA
OCHOBe ATTeRYHpOBAHEEN mTaos Empyca [TONOGHHe BAKIEN SGQEKTHBEN OTHAKO
"MOTEHIIEATE O OMACES! H3-3 BOIMOAHOCTH BHDYCA PEBEPTHPOBATS K BHPYEHTHOMY COCTOREIO
‘MyTé pexoMGHEANII. MeTOTSI CeKBEHMDOBHNA H TeHETHYECKOR HEDKEREDHH 180T BOTMOREOCTS
‘coszamRA 3dQexTHERO B GoTee Ge3OMACHOH BAKIMNE C MEHBIIDH SaTpaTaM. HyKteonTsas
noctexoaTeTsROCTs A (HACXM» BOO, HCnomosameas B mamed paGore, Gua
NPOAHATPOBAEA C HETS TOHCKA OPTOTOTOB MMMYHOTEHHEN CIPKTYDHA GeTKOB
ocnosaxmEs. TlocTexopaTeTsEoCTa resos sppv-niskhi-117 ® sppv-niskhi-060, xomapyiomme
oprorors Gemos A27L (173 Klla) & LIR (203 xJla) OCHOBAKIMES! GHUTH HCTOTS30BAEEL J8
SKCpeCCHH B PasTFHELX CHCTeMaX. TIeBORATATE O, TEES! GHLTH KTORHPOBAES! 5 OaKTepHATSHA
SKcnpeccroRHE BexTop PET-19b. baxrepmamso mpomsseremsie (mrane BL2I Ecol) u
OTMMEREHe GETKI HCIOTHOBATHCH [TE MMMYRIAME KPOTHKOS. ARTHTEN, BSAGOTARESIE
"MpOTHE STHX GeTK0B, 06TATATH BHPYC HeATPATIYIOMeR CIHOCOBHOCTS0. J1T% KCIPECCH GETKOB B
xrerkax Saccaromyces cerevisiae (mmavne CG 1945) menomssosatcs sextop pACT?. B Krersax.
IpOKel YCIeITHO CHETEIHpOBATCA TOTEKO Getok A27L. Tpascresmste pacTerms Tabaka Nicoiana
tabacum ® panca Brassica_napus. SKCUDECCHPYIOWHE BEPYCHNC OCTK, ORTH HOTyIeHN
‘Tpascpopamrett BexTopoy pCambia 2300. BEKTOp COTEPAAT BHPYCESIE TeEEL, TPAHCTAHORKSIE
YCRTHTETH, 2 Takcke HYKTEOTHIESIE HOCTEIOBATE SHOCTH CHTEATSEEIX MEMTHIOB 13 TAPTETHET
'PEKOMGHHASTHEIX GETKOB B XTOPOIIACTH H SHIOMTAMATINECKIT PETHKYTYM. baTee BBICOKI
‘YPOBEE CHETe32 PeKOMOHHARTHELX GETKOB GALT TIOTy e MPH TPAHIHERTHO SKCIPECH! B THCTERX
‘Tataxa Nicotiana benthamiana. MaxcHMATSE5IR YPOBEE CHETE3a PeKOMOHHARTEELX GETXOB GELT
"TOTyIeR B TPARCITICTOMESIX PACTERMAX Tabaka Nicofiand tabacium, COTepAAIIX BHPYCEIE TeRst
B restoMe XT0pOTTACTOE. BeToK LIR MMe TERTEHIISO K 0GA30BAEIFO T~ H TPHMEPHSX BOpM Kak.
& Krerkax Ecoli, Ta u  pacresmex [TOTyIesEle GET MOTYT OMITH HCTOTH3OBAEE! XA
PASPAGOTE (b heK THERO PEKOMOHEANTHO CyGbe THEHHOR BAKITHHS! IPOTHS OCIS OBeIt




image31.jpeg




image32.jpeg
TSN 1S6RIR SN BITR Fperinaa Bl N3 (91 016 e

MPHTH 241527 DO hitps:iidoi.org! 10.26577ch-2019-3-b12

Cranfeiona 1723, Beiicenon /LK.
Knmena A.A%, Heiaicon B,

pemymt s conpyma, email: gulshanstyaton com
e i conpywo, el besenor gl com
g, el gl ooz
a5 mpoeceop, ey, il bt nkakor
A P AT T
Ghousaus e MA Allmossaes KIMCL P Kaserat & A
IKCIMPECCUA TEHA UIDA
B TPAHCIIAACTOMHbIX PACTEHMSIX TABAKA
MOA KOHTPOAEM 5-HETPAHCAMPYEMOM
MOCAEAOBATEABHOCTH [EHOMHOM
PHK Y-BUPYCA KAPTO®EAS

Pl A8 XA OMAE X O CHOA RO IO T PARCKPITIN HOHHO
[T A )
i s MPLIK. L HCIAICIOMA PAcHARY 130363 Han 3yiens pavstane 51 (T renovwoi
PIIK Y aipyes kaprodienn (YPVY), a Taioee €1 T aacrupaioro reia psbA (3'psbal 12 accipeccino
SAKTCOHANILEFD PITERIOT) 31 UidA, KOAWPYIGLIEFD  EAKYROIMAZRY (GLSI. BiaM cosaars
FRIRTHIRCHR KEVICTDYKLUNA, G0A0PKAIS FEItUKIA, 14 Kol TDRACH AAIKOHX TPAICKPUIILHAIISN
PEIYASODI SA2L 08 10N 0 H 1€pUIAT O [o1a PSEA 4 ARYX pasiti 31 11 - Spsbn
U 3PYY. 1401 KO1ICTYKILASIH TPIECCODMAPODIAN XATPOTACTHL 262K MITOACN GO BIANKC K.
TRUICTAIZTENM b2 AN TIOR3 TRISHCRIIO 24 KpSHIIbG PN © STvaocTin GUS, aweria
PIAOANOR 5 PEhA 1 K00 150 §TFVY IMESAT K SHKMIEADHOMY EHAEINE EA11e5a GUS Gonra,

KROMERIAE CAOBI RPOTNRC 15, A1 Bk, 5, (pAACTANE ONHIAE DACTexts, peropt it

Stanhokova G, Beisenov D, K
Kalicwa A, Iskakov B. K.
e bis, i glshnssalon con
o o, & . e e A cor
oo of e atony, i 4l shoevnodal o
U oo, e, &l b ks
Heasing escaschr of h bSO o e and i acs, KSL k. ATNTGin s
o tecir Blolos o ochemste Cormite o e, MES K, Karal o, A
Expression of uid gene in tobacco transplastomic plants under the control
of 5*untranslated region of genomic RNA of putato virus Y

Resglaion of (he esgression of chiorpl genes mainly ocenrs a (e posranscrptional exel, i
i untrarslatend vegions (5°L.TR) f il RN A play  sign ficant ol i transplasonic (e
plants, westudie he efect of he 5'LITRs ofthe genomic RNA OF porata Y-vius (SPVY), a5 wel a the
SUTR of the plstid psbA sene (55sbA on the expressian of the bacteril reportct uidA sene encort
g b gucuronidase (GLISL. Generlc constructs containing the UA zen wen: crcated under the conrol
of dentical uanscriptional requlatory clements: the prumoter and teminator of the pshA pns and two
diffren U1 ks 5'psbA and 5'Y. Tohaccn chloroplasts were transformed with thoso conciructs by
biokslistic method, ranspstorsic ines showed approxmalely 21-5old diferences i G activiy. Re-
placing sl st with (e elerologos 5PV sl in s ignifican decrssse in e synihasis
B CLS protein
Key words:chloroplasts, prorein synthesis, LT, tansplastommic plan's, teporter potein,

126 £ 2019 AlFarstn Kaakh Natcnal Uniersiy




image33.jpeg
Cramgesona 15 w7

a1 Vet uiuiiocn [-ULO LS BN HETATHBHKD NOCTISICTRSS VT PICTCHAS-TPOIY

AT B WCHID (3AEPRKE POCIA, L2MCHOHILO OKPACKH Ll
T, CIDREITIO SponTtR oTocTTER, VGO
e ey | CTepuTuoeTi), Roropite ANTOTeA MpiIofi et
i ey A A A
NS AT S enora e [21, 28, 2],

Hoymemmmie b xo1c macTosicH pators wis-
stast pRG2TI w pKG2TBY, coaepmanue cafi e
KIOHpOBAAS HOSE UPONOLOPA 1K P, MOIYY
st 3o GHITh HTIOTHAOBANAL b KORCTPYNPORANHI BEKTODOB
© ApYIHMH JIICPHBBIN 10 ICI0KI 16 IbHOCTSMH
T YR X TS 1 TATATOO B M0po-
" TUTACTA HE TOTHKO PETOPTEPIIS, 4 TakRe Geakon
npwTaIOTD MG

NS A T
NeSTVYarsy Xy
NG

Llporsichinti Hash SpaRKMICIsHb a1
ot inyx pusesss SHIL g yposcus e Patioma_ewmomena npu gunancosoit nod
Te2 PEIIOpTepHOKD Setka B UlopoIUIacTa tokasa,  depacxe MON PK o paxssa nayowx npoesmon
“10 sameHa WiacHAROR SPSDA uepes Usiesy  APOSIS066 s Paspatiomra meonsas -
remon T sywepoyIo 3PV Y MPUROTNT K A MPECCii PEKONGRAGIIALY  GHIZEHOS SV
TETLROMY CHIDKEHIO CHTERR SeTKa, TIDHMEHHHE  O0TLe GESi] § MpAACTIGCEALET PAomERRss
SPVY n kauceme mutepa oo GuTL aktyatito  APOSI32532 «Homwe  sonekymapuo-oucmocinio-
B G SV, KOLAA BSOKHIL YPORCHD CHHICIA  CKUC ROGTOON K VAP0 POGYKIGNOCHTE
FOTSPO 10T GRIROD B ILIACTHAGY WPHROT K PACHACH>

—

-

1 adem M. ey
ol 132 3041

2 Jin 5. Kanogars] A, Verma D3, Lange 1. Denill H. Release of hormenes from st choroplast exprsssion of
s st n v ptohmons vl st il e s n s et s
s confred by stos st syl 2511l 15 1

. Feyien T Recentachizvements obtuincd by ehropiast Hransiomation  Plant

Nl . Mt M., B £, Rbis M, R 1. Hentfcaton ol KNA oo et
quired o chorortus pabi) g exprosion i Clcmorss Pl il 1999, . 11, 1 957970,

S Karods H. Mg P Complamenlaity ol e 168 LA peliate s ith squences vt o th AUG i
il e plasid RN Nl Akl Res. 2001l 29. 97097

6 Yokawa M. Knrods H. Svginma M. A new in vito ranslanon sstem for pr-adioactive ssey from obacea choreplasts

G eI A procesaing on randation i Plart 1~ 207 —vol 45, P 3G7-3%

Fiock R Masti teohnology prospeets for hrbiccs an insse resistancs, metabelic engineering ad molseular fumning
Care Opi iotsshnal.~2007. ol 1.1, 100-105,

& s . Fusl M, i
fatorscantrlling exprosson - Trnsgeric

9 Ve G, Hadtrswier DT Broyls . Radkigne ., X . St W, st S-enolpymsyls
it~ phosphuts sy enes prov i vl lyphvalc el in o Pl 1~ 2001, Yol 25, 2261270

10 Lecmathi . Resdy S, Chloropast axprescon o His-tngaed GLS-usioms:  genend sralagy 1o verproduss and pife
o protins wsng ransplteric lans s borsactos £ Mol Bread — 2005, Vol 11— 10-5¢

11 bernilr-San Millin ., Origos . M., Hervis-Subhe 5, -5t , S-S 1. b Gadan 1, Venarents
1. i il L1 profin exgrsssed in baces chonopluss s v i hat 1 Bighly
s ! Pl Sioiecmol ). 2008, V5. 27 11

12 Mongenld M o ., BraveAlmenuie £ Tranlaiona Fusion an Recinetos o Tyl
Ko Lumen as St o Entuce Accwsadtoe of Husmar, Ppilloraciris £7 Aatsgen i Tebaceo Chencplusts 7o Biclech
wl 2000 Vel Se. P 1021 1631

12 Kol Ml P Ovevson o e it

o

3

. Koo HLL Devsiopmant of novs types o plsti rnsformation vectors e evhtion of
005, Vel 14, 1 966562
s

i i s chimerc conle s mulant phemol e
02 Vol 120





image34.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.




image35.jpeg
2019, Ne 8 BeTepumapus
YUK 578.221
DOT: 1026155/ veL.zo0 bie. 201908007

CHHTe3 HMMYHOTE€HHOTO AoMeHa Geaka L1R
BHpYyCa oCIbI OBell B pance’

I. K. Beiicenos
M Ray i comy Taw s Tabopatopri Bemna 1 Ry TemHORKX KiCTOT, FRCTITYT
MorTexy:apRoil GroToriw 1 Sroxww wyer M. A. Aiimxomima,
- Aamsirau, Knsnxeran
T-mail: daniyar.b@mail.ra

T. V. AprumGaesa
Hreriryr Moaeisyaspioit Guomorn i Goxiim iern M
v, Amars, Rasaxeran

AliTxomuna,

T. 3. CranGexoBa
seanaar GHOOrHCCIIX HaYIS, BOAY Ml nayubii corpyams JlaGoparopin
GeuTin W HYRTENHORA KHEAOT, HHETHTYT VoMY ISpHOI Groorin
W Gmoximmn e M. A. Affrxosiea,
1. Adman, Lasaxeran

E. K. Hekagon
soictop Gio:toriseeiit Hayik, npoceceop, saseayiouutii aaboparopieit
Go.tiea H HYIICHHOBDI KHGIOT, FHCTITYT MOMerkyAADHOIt G100t
1 Groxmnumn am muenn M. AL Aiirxomnna,

r. Asmarhi, Kasaxeran

AmHoTAUMT
Gm-m Goanen ooaomen LTR mipyea Gettn onG, i EIGHITO DEIDOCEIDORAIL 1 TDANCro oM
o . JU DAL ORI GRS 110N T cy-
YN PACTHTE/LHOH KIeTKI BUPYCHLI! 5610k SLLI TPAMTALIGHHOTS BT & CHHALHL IeNTHI
aaperiieymna rabaia n rerpancimiom HDEL Flu noneimenis nwsxona Seaia b kauecrne yeu-
STMTESI TP ANCARIMM GHLTA METOIEAOBANA [ HET AHCANDYOMAS 110610 RATEIEHOCTh BIUPYCa IPABH-

PpoBkH TaGaa, N0KA3ABLIAA B ONILITAX 11D TPAHTALIN in vitro HanGo/mumnil yonmsamomi aberr.
KiloueREe cona: AHTHIEH BUPYCa OCMIE ORI, TPARCIAIS in vitro, Tpancdepsais panca.

Veterinary science

Synthesis of the immunogenic domain of the
L1R protein of sheep pox in rapeseed

D. K. Beysenov
Junior Researcher of the Laboratory of Protein and Nucleic Acids, Institute
of Molecular Biology and Biochemistzy named after M. A. Aytkhozhin
Almaty, Kazakhstan
T-mail: daniyar b@mail.ru

Teenconariie G470 pTOATICro TP HTATIEonoR MO e MTTTIeTepeTnA 00pasonaN TS i WAy ooy
e Hanaxoran n pavncax Tparma TPH No APOA] 22056

BeTepuHapHs, 300TeXHUA I GHOTEXHOAOTHA 45




image36.jpeg
Daniyar Beisenov <beisenov.d@gmal.coms B Mon, Oct 260t 1:2
To: Nynblwan CranGexoea

Daniyar Beisenov

Hauano nepeanpecosanHoro coobujenna

Or: Enena Apremossa Caniwa <no-reply@subs elpub science>
Iara: 26 oxT76ps 2020 - & 10:43:52 GT+6

Kowy: llawuap Kaw6aposinu Beiiceros <beisenov.d@gmail com>
Tewa: [Vestn. VOGiS] Pewenve penakuun

Oreer-Kouy: Enena Apremosra Caniwa <salina@bionet nsc.ru>

Veaxaewsii(a) [lannsp KaGaposu Beiicenos

PenaKyin MpHHANA PeLiIeHHe OTHOCHTENHO Balueil CTaTui "TpaHCTMACTOHSIE PaCTeHA Tabaka, POAYPYIOLIME rAPOBAHAIA AoMeH Genka o6onouxu L1R BHpyca ocnil 08w, HanpaenenHof AnA nyGnukaLym
ypHan "BaBunoBCKiT XypHAN TEHETHKH 1 Ceneryi

Hatue petuienite: NHHATS CTaTLHO K nyGnKaLim
Enexa Apremosha Canita

@epepansHoe rocyaapCTEEHHOE BlomKETHOE HayuHOE yupeXaeHHe "DeepansHLl UCCNeA0BaTenCKii LeHTD VIKCTUTYT ATOROTM 1 reeTukin CHBAPCKOTO oTAGEHMS POCCHCKOR aKanemii HayK
salina@bionet nsc.ru

BasMROECKIR XypHan reneTAkI 1 CenexLym
htp:/Avavilov elpub.ru





image37.png
editorialmanager

BILE-D-20-00860 - Submission Notification to co-author ‘Yahoo/Inbox

iotechnology Letters (BILE) <em@editoriaimanager.com> @ Sun, Octdat&10PM
To: Gulshan Stanbekova

Re: "Production of the sheep pox virus structural protein SPPV117 in tobacco chloroplasts™
‘Submission ID: BILE-D-20-00860

Ful author list: Gulshan Stanbekova: Daniyar Beisenov: Bulat Iskakov: Heribert warzecha, PhD
Dear Dr Stanbekova,

We have received the submission entitled: "Production of the sheep pox virus structural protein SPPV117 in tobacco chioroplasts” for possible publication in Biotechnology Letters, and you are listed as one of the co-
authors

‘The manuscript has been submitted to the journal by Dr. Prof. Dr. Heribert warzecha who will be able to track the status of the paper through his/her login
fFyou have any objections, please contact the editorial office as soon s possible. If we do not hear back from you, we will assume you agree with your co-authorship.
Thank you very much

With kind regards,

‘Springer Journals Editorial Offce.
Biotechnology Letters




image38.emf

image39.png
MHHHCTEPCTBO OBPA3OBAHUS H HAYKH PECTIYBIHKH KA3AXCTAH
KOMUTET HAVKH
PITIGHCTHTYT MOJIEKYISIPHOM BUOJIOT MM 1 BHOXHMITN
MM, MA AHTXOKNHAS

VIBEPKIAIO
Tenepanusit aupextop PITI
ueTHTyT MOTEKYIPHOT GO0

 Goxinyin e, M.A. AfTxoximia

JIABOPATOPHBII PEFIAMEHT
BHOTEXHOIOTHSI

oy 1emis TPACNARCTONILIX pacCTEIh TAGAKS, CHITEMIPY IO ANTHTEHNLN Ge101c
SPPV-A27L supyca ocribi oBen

AmvaTsi 2020




image40.png
TlaGoparoprbrii  Permavent paspadoran B pavkax Ilpoexta APO35132066 «Paspadorka
TCXHOMOTHH KCTPECCHH PEKOMOHHAHTHELX AHTHICHOB BHPYCA OCTII OBSH B TPAHCILIACTOMHBIX

PACTEHHAX»

OGcyxaen ® yIBepaaeR Ha sacemammi Haywsoro cosera PITI Ha IIXB «IImetHTyT
MOTEKyTAPHOH GHOTOrHH i SHoXHMIH HM. M.A. AfTxoKHRa»
mpotokon Ne 14 oT «28» centadpa 2020 .

PA3PABOTAH BIIEPBBIE

Jlata sBexenns «28» cenTAdps 2020 T.

Cpox aeficTBAsA peraventa «31» Zexadps 2023 T.




image1.jpeg
MuHucTepcTBO 00pasoBanus i Hayku Pecry6nuku Kasaxcran
Kowmurer Hayku
PECITYBJIMKAHCKOE 'OCYJAPCTBEHHOE IPEATIPMATUE HA ITPABE
XO3SMCTBEHHOI'O BEAEHMS MHCTUTYT MOJIEKYJISIPHOV BUOJIOT U U
BUOXVMUU v M.A. AUTXOXHHA
(PI'TI HA IIBX «MIMBb»)

VK 571.27.344; 578.74; 578.22
Ne roc. perucrparmu 0118PK00963
WnB. Ne

K.O. [llapunos
2020 .

0 HAYYHO-UCCJIEAOBATEJILCKOM PABOTE

PA3PABOTKA TEXHOJIOI'MU DKCITPECCHM PEKOMBUHAHTHBIX AHTUTEHOB
BUPYCA OCIIbI OBEL B TPAHCIINIACTOMHBIX PACTEHUAX

(3aKJIFOUHTENBHBIH )
AP05132066
PykoBomutens HUP,
BeIyLIUI HAy4YHBIH COTPYAHUK, Sy ., o
KaH[. GHOL. HayK Epapf. | 15, 16,4020 T3, Cranbexosa

Ammarsr 2020




image2.png
PykoBomuTens MpoekTa:
Benyuumit HayuHbIii COTPYIHUK,
KaHJ1. GHO. HayK

HcnosmuTen npoekTa:

3asetyioumii aGopatopueii,
JIOK. GHOJL. HayK

HayuHslit coTpymHuK,
MarucTp

HopmoxoHTposiep,
Kanj1. Guos. Hayk

CITUCOK UCIIOJIHUTETIEA

éf 75 10L020 I'.2. Cran6exosa

MOAMHCH, 1aTa (pedepar, pasnen 3)

by 2
Mﬁﬂm—m B.K. Hckakon

TIOMNHKCE, JaTa ' (BBeIeHHe, 3aKTIOYECHHE)

@fﬁyg /5 10 20201 K. Beiicenos

TIOZNKCE, TaTa (paszmen 1, 2)

yz b%5 /0,404¢ B.T. Hurmarosa
TMOANHKC, JaTa




