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Отчёт 136 с., 30 рис., 5 табл., 61 источн., 5 прил.
BRUCELLA SPP., ПРОТЕКТИВНЫЕ БЕЛКИ, ВЕКТОРНЫЕ ВАКЦИНЫ, ВИРУС ОСПЫ ОВЕЦ, ПРОТИВОВИРУСНЫЙ ИММУНИТЕТ
Объектом исследований является вирус оспы овец Capripoxvirus. 
[bookmark: z70]Цель работы – конструирование рекомбинантных вирусов оспы овец, экспрессирующих протективные антигены Brucella spp., и изучение их иммунобиологических свойств.
Для рекомбинации генома каприпоксвируса был использован метод гомологичной рекомбинации. Отбор рекомбинантных вирусов осуществляли в условиях временной доминантной селекции.
В результате исследований сконструированы семь плазмид интеграции pIN-TK-omp16, pIN-TK-omp19, pIN-TK-omp25, pIN-TK-SOD, pIN-TK-L7/L12, pIN-TK-IalB, и pIN-TK-omp19&SOD для встраивания в геном вируса оспы овец шести генов, кодирующих антигенные белки Brucella spp. На все конструкции составлены паспорта. Получено семь рекомбинантных вирусов оспы овец rSPPV(TK-)L7/L12, rSPPV(TK-)omp16, rSPPV(TK-)omp19, rSPPV(TK-)omp25, rSPPV(TK-)IalB, rSPPV(TK-)sodС, rSPPV(TK-)omp19/sodC, в геном которых встроены гены, кодирующие белки Brucella spp. Все рекомбинанты за исключением rSPPV(TK-)L7/L12 оставались генетически стабильными при длительном пассировании в культуре клеток и эффективно экспрессировали встроенные гены как в пермиссивных так и в непермиссивных клетках. Иммунизация мышей рекомбинантными вирусами индуцирует как гуморальный, так и клеточный иммунный ответ. Уровень выработки антител зависел от используемого антигена и усиливался при использовании гетерологичной прайм-бустер иммунизации. Стимуляция спленоцитов иммунизированных мышей антигенами бруцелл приводила к синтезу интерферона-гамма. Иммунизация мышей рекомбинантными вирусами обеспечивала существенное снижение обсеменённости селезенки после контрольного заражения вирулентным штаммом 544 B. abortus, сопоставимое с вакцинным штаммом S19 B. abortus.
Область применения – медицинская/ветеринарная вирусология.
Значимость работы – рекомбинантные каприпоксвирусы, экспрессирующие антигенные белки бруцелл являются перспективными кандидатами для разработки безопасной вакцины против бруцеллёза. 
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Есеп 136 б., 30 сур., 5 кес., 61 әдебиет көз., 5 қос. 
BRUCELLA SPP., ПРОТЕКТИВТІ БЕЛОКТАР, ВЕКТОРЛЫ ВАКЦИНАЛАР, ҚОЙ ШЕШЕГІ ВИРУСЫ, ВИРУСҚА ҚАРСЫ ИММУНИТЕТ
Зерттеу насаны қой шешегі вирусы Capripoxvirus.
Жұмыстың мақсаты Вrucella spp. протективті антигендерді экспрессиялайтын қой шешегі вирусының рекомбинантты штаммддарын құрастыру және олардың иммунобиологиялық қасиеттерін зерттеу болып табылады. 
Каприпоксвирус геномын рекомбинациялау үшін гомологиялық рекомбинация әдісі қолданылды. Рекомбинантты вирустар уақытша доминантты селекция жағдайында таңдалынып алынды. 
Зерттеулер нәтижесінде Brucella spp  антигенді  белоктарын кодтайтын алты генді қой шешегі вирусының геномына ендіру үшін жеті интеграция плазмидалары pIN-TK-omp16, pIN-TK-omp19, pIN-TK-omp25, pIN-TK-SOD, pIN-TK-L7/L12, pIN-TK-IalB, pIN-TK-omp19&SOD  конструирленіп алынды. Барлық конструкцияларға төлқұжат жасалынды. Геномдарына Brucella spp. белоктарын кодтайтын гендер ендірілген жеті қой шешегінің рекомбинантты вирустары rSPPV(TK-)omp16 rSPPV(TK-)omp19, rSPPV(TK-)omp25, rSPPV(TK-)SOD, rSPPV(TK-)L7/L12, rSPPV(TK-)IalB, rSPPV(TK-)omp19&SOD алынды. rSPPV(TK-)L7/L12 вирусынан басқа барлық рекомбинанттар жасуша өсіндісінде ұзақ уақыт бойы жасалынған пассаждар нәтижесінде генетикалық тұрғыдан тұрақты болып қала берді. Сонымен қатар олар пермессивті жәнеде пермессивті емес жасушаларда енгізілген гендерді тиімді түрде экспрессиялады. Рекомбинантты вирустармен тышқандарды егу гуморалды және жасушалы иммунды жауапты индуцирлейді. Антиденелердің  генерациясының деңгейі қолданылған антигенге байланысты болды, және гетерологиялық прйм-бустер егуді қолдану кезінде ол деңгей жоғарылады. Бруцелла антигендерімен егілген тышқандардың спленоциттерін ынталандыру интерферн-гамманың синтезіне тудырды. Рекомбинантты вирустармен тышқандарды егу оларды B.abortus 544 вирулентті штаммымен бақылаулы түрде егуден кейін олардың көк бауырларының ластануы айтарлықтай B.abortus S19 вакциналық штаммымен тепе-тең келетіндей төменделінгені  байқалынды.
Қолдану аймағы – медициналық/веетринарлық биология.
Жұмыстың маңыздылығы – бруцелланын антигенді белоктарын экспрессиялайтын рекомбинантты каприпоксвирустар, бруцеллезге қарсы қауіпсіз екпені жасаудағы перспективалы кандидаттар болып табылады.
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В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими определениями, обозначениями и сокращениями.
Рекомбинация – 	процесс обмена генетическим материалом путём разрыва и соединения разных молекул 
Трансфе́кция – 	процесс введения нуклеиновой кислоты в клетки эукариот невирусным методом
БСА – 		бычий сывороточный альбумин
ДНК – 	дезоксирибонуклеиновая кислота
ИФН-γ – 	интерферон-гамма
КОЕ – 	колониеобразующие единицы
ОРС – 		открытая рамка считывания
ПЦР – 	полимеразная цепная реакция
ТК – 		тимидинкиназа
ТЯ – 		тестикула ягненка
ФБС – 	фетальная бычья сыворотка
GFP – 		зеленый флуоресцирующий белок (green fluorescent protein)
gpt – 		ген ксантин-гуанин-фосфорибозилтрансферазы
PBS – 		фосфатно-буферный солевой раствор
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Бруцеллез – опасное инфекционное заболевание животных и человека. Возбудителем инфекции являются грамотрицательные, неспорообразующие, факультативные, внутриклеточные бактерии рода Brucella шести видов: В. melitensis, В. abortus, В. suis, В. neotomae, В. canis и В. ovis, три из которых являются патогенными для человека: возбудители бруцеллеза мелкого крупного рогатого скота (B. melitensis), крупного рогатого скота (B. abortus) и свиней (B. suis). Источником инфекции и естественным резервуаром являются больные парнокопытные животные [1].
Бруцеллез продолжает оставаться важной проблемой здравоохранения, пока существуют естественные резервуары. В настоящее время для профилактики бруцеллеза у животных используют живые аттенуированные вакцины на основе штаммов S19 [2] и RB51 [3], главным недостатком которых является их вирулентность для человека [4, 5]. Тем не менее, программы иммунизации животных должны проводиться, чтобы снизить заболеваемость людей. За рубежом для искоренения бруцеллеза программа иммунизации включала вакцинацию не инфицированных животных и забой инфицированных животных [6, 7]. В Казахстане ежегодно проводится обследование животных на бруцеллез, больных животных изолируют и отправляют на убой, из-за высокой вирулентности вакцины не используют. Однако, такой подход не может применяться в странах, которые не в состоянии обеспечить реституцию скота или удаление зараженных животных из-за культурных убеждений.
Следует также отметить, что природный резервуар Brucella spp. расширяется за счет проникновения в дикую фауну [8, 9]. Восприимчивыми к B. abortus являются американский бизон (Bison bison) и лось (Cervus elaphus) [10], которые являются природным резервуаром в дикой фауне [11, 12]. Контроль за распространением инфекции в дикой фауне, в том числе и в Казахстане, весьма ограничен, и в конечном итоге постоянно существует вероятность заражения домашних животных и человека. Отсутствие надежных средств лечения и профилактики данного заболевания, а также простота распространения в виде аэрозоля вызывает тревогу за незаконное использование возбудителя [13, 14]. 
В связи с этим, разработка эффективных вакцин против бруцеллеза для животных и человека является приоритетной задачей. Вакцины должны быть безопасными как для целевых домашних и диких животных, так и для человека. Вакцины должны вызывать долгосрочную защиту от инфекции у значительной части животных и предотвращать колонизацию и сероконверсию после контакта с вирулентными полевыми штаммами. Поскольку механизм формирования иммунного ответа неизвестен, важно, чтобы вакцины в процессе развития индуцировали как клеточный, так и гуморальный иммунный ответ. Перспективным направлением в разработке вакцины, отвечающей указанным требованиям, является создание рекомбинантной векторной вакцины. В качестве векторов используют вирусы разных семейств: поксвирусы [15, 16, 17], герпесвирусы [18, 19], аденовирусы [20, 21], ретровирусы [22, 23] и другие. Учеными НИИПББ проведены исследования по разработке векторной противобруцеллезной вакцины на основе гриппозного вектора. В результате были получены рекомбинантные штаммы вируса гриппа, экспрессирующие белки SodC, Omp19, Omp16 и L7/L12 [24], дана оценка иммуногенности и протективности разработанной векторной вакцины [25, 26]. Генетическая нестабильность вируса гриппа диктует необходимость поиска альтернативного вектора.
Широкое использование в качестве векторов поксвирусов стало возможным благодаря ряду важных преимуществ в сравнении с другими вирусами, включая большой размер вирусного генома (140 – 300 тысяч пар оснований) способного удерживать до 25 тысяч оснований чужеродной ДНК [27], специфические поксвирусные промоторы и ферменты транскрипции, репликация в цитоплазме инфицированных клеток без интеграции в геном хозяина [28], способность представлять чужеродные антигены на поверхности инфицированных клеток, которые, в свою очередь, индуцируют клеточные и гуморальные иммунные ответы [29, 30], также исключительная термостабильность. 
Исследовательской группой проекта накоплен значительный опыт работы с поксвирусами. В рамках проекта грантового финансирования ГФ4/1071 «Каприпоксвирус как универсальный вектор для разработки вакцин против инфекционных заболеваний» исследовательской группой были получены базовые плазмиды интеграции для рекомбинации генома вакцинного штамма НИСХИ вируса оспы овец по двум локусам [31] и рекомбинантные штаммы вируса, экспрессирующие зеленый флуоресцирующий белок в клетках пермиссивных и непермиссивных хозяев.
Научная новизна проекта. Вирус оспы овец будет впервые использован для экспрессии протективных белков бруцелл. При этом будут использованы экспрессионные кассеты, включающие несколько встраиваемых генов или эпитопов, позволяющие получить уникальную вакцину против бруцеллеза животных и человека. Такая вакцина позволит не только обеспечить высокую иммуногенность и протективность (за счет индукции как клеточного, так и гуморального иммунного ответа на протективные антигены), но и будет полностью безопасна, благодаря делеции ряда генов вирулентности вируса оспы овец.
Значимость проекта. Реализация проекта в перспективе позволит разработать эффективные безопасные противобруцеллезные вакцины, что будет способствовать эпизоотическому благополучию в республике, успешной реализации целого ряда целевых программ развития животноводства, направленных на обеспечение качественной животноводческой продукцией как внутреннего, так и внешнего рынков. Кроме того, выполнение будет способствовать формированию высококвалифицированных специалистов в области биотехнологии, вирусологии, ветеринарной иммунологии и инфекционной патологии животных, развитию современной биотехнологической промышленности.
Основной целью проекта является конструирование рекомбинантных штаммов вируса оспы овец, экспрессирующих протективные антигены Brucella spp., и изучение их иммунобиологических свойств.
Задачи проекта:
1) Создание на основе вакцинного штамма вируса оспы овец НИСХИ рекомбинантных штаммов кодирующих гены белков omp19, sodC, omp16, L7/L12 и определение их уровня экспрессии;
2) Оценка стабильности рекомбинантных штаммов вируса оспы овец; 
3) Оценка уровня активации гуморального и клеточного звеньев иммунитета мышей, иммунизированных рекомбинантными штаммами вируса оспы овец; 
4) Изучение протективности полученных штаммов на лабораторных животных.
По результатам выполнения проекта было подготовлено два промежуточных отчета с инв. №№ 0218РК00509 (за 2018 год) и 0219РК01056 (за 2019 год).


[bookmark: _Toc496091351][bookmark: _Toc54796604]1 Выбор направления исследований
[bookmark: _Toc54796605]1.1 Рекомбинация генома поксвирусов
Существует ряд методов получения рекомбинантных поксвирусов. Наиболее широко используемым подходом для вставки чужеродной ДНК в геном поксвирусов остается гомологичная рекомбинация. Принципиальная схема гомологичной рекомбинации вирусной и плазмидной ДНК описана Falkner & Moss [32]. В инфицированные поксвирусом клетки трансфецируют интегративный вектор [33] или вирусную ДНК [34], в результате чего происходит гомологичная рекомбинация ДНК. Первым этапом является единичное событие кроссинговера, которое приводит к интеграции полноразмерной вектора в геном поксвируса. Из-за наличия повторов происходит второе событие кроссинговера с образованием либо вируса дикого типа, либо рекомбинантного вируса, содержащего чужеродные последовательности ДНК (рисунок 1). 

[image: ]
Рисунок 1 – Схема событий при гомологичной рекомбинации (адаптирован из [32])

При конструировании интегративного вектора следует соблюдать следующие условия: место встраивания должно быть неважным для репликации вируса в клетке и сама вставка не должна нарушать работу соседних генов; целевой ген с промотором должен быть фланкирован последовательностями ДНК (не менее 50, но лучше более 100 п.о.), гомологичные месту вирусного генома, в которое планируется поместить целевой ген [35].
Для эффективной вставки фрагментов ДНК размером до 25000 п.о. в геном вируса осповакцины был предложен метод прямого лигирования in vitro [27, 36]. Фрагменты вирусного генома, полученные после расщепления эндонуклеазами рестрикции по уникальным сайтам, лигировали с чужеродными фрагментами ДНК и трансфецировали в клетки, которые были инфицированы условно-летальным вирусом-помощником. Без специального скрининга или отбора до 25 % бляшек содержали вирус с геномными вставками. При использовании скрининга для отбора рекомбинантов все бляшки содержали вирус с геномными вставками. 
Не смотря на преимущества (возможность вставки больших фрагментов ДНК в вирусный геном и исключение промежуточных нестабильных рекомбинантов) данный метод не нашёл широкого использования из-за трудностей, связанных с манипулированием большой ДНК, и необходимости в вирусах-помощниках.
Одним из первых генов, используемых для инсерционного мутагенеза, стал ген тимидинкиназы. Dubbs and Kit [37] описали естественное возникновение ряда мутантов вируса осповакцины, дефицитных по активности тимидинкиназы (TK), и метод отбора TK-негативных мутантов с использованием 5-бром-2'-дезоксиуридина (BUdR). Определение местоположения гена ТК в вирусном геноме [33] позволило встраивать в него чужеродные гены и отбирать рекомбинанты биохимически на основе их TK-негативного фенотипа или другими методами скрининга [38]. Однако не для всех поксвирусов активность гена TK является несущественной. Так, для некоторых представителей авипоксвирусов не удалось получить стабильные ТК-негативные мутанты [39, 40, 41]. В связи с этим идет поиск альтернативных сайтов в геноме поксвирусов для встраивания гетерологичных последовательностей ДНК.
На сегодняшний день секвенированы и аннотированы геномы многих поксвирусов, определены функции ряда генов, установлены гены, определяющие вирулентность поксвирусов [42, 43]. Это дало возможность осуществлять поиск возможных генов для встраивания гетерологичных последовательностей, мутации которых приводят к аттенуации вирусного вектора [44]. Так, было установлено, что на ряду с мутациями гена ТК не оказывают влияния на репликацию вируса осповакцины в культуре клеток и в организме мышей мутации генов гемагглютинина (НА) и малой субъединицы рибонуклеотидредуктазы (RR) [45]. TK-мутант характеризовался снижением уровня репликации в организме мышей по сравнению с исходным штаммом NYCBH, еще более аттенуированными в этом отношении были HA- и RR-мутанты. Кроме того, мутанты с делецией RR не передавались от первично инфицированных мышей чистым животным. С использованием в качестве сайта для встраивания гена RR был получен рекомбинантный штамм вируса нодулярного дерматита, экспрессирующий гликопротеин вируса бешенства [46]. Полученный рекомбинантный вирус был стабилен и вызывал у крупного рогатого скота гуморальный иммунный ответ, который был продемонстрирован в ELISA и реакции нейтрализации вируса бешенства. 
Поксвирусы реплицируются в цитоплазме и используют свои собственные системы транскрипции [47]. В связи с этим для экспрессии чужеродных генов открытая рамка считывания должна располагаться под контролем поксвирусного промотора. Гены поксвирусов и их промоторы подразделяются на ранние, промежуточные и поздние в зависимости от времени их экспрессии в процессе поксвирусной инфекции [48, 49]. Некоторые промоторы имеют как ранние, так и поздние элементы, обеспечивая непрерывную экспрессию генов [50]. Среди наиболее часто используемых промоторов для экспрессии чужеродных генов следует отметить ране/поздний промотор p7.5K и поздний промотор p11 вируса осповакцины. Промотор p7.5 используют в качестве стандарта при поиске новых промоторов или оптимизации имеющихся [51, 52]. Кроме естественных промоторов вируса осповакцины для экспрессии чужеродных генов были разработаны синтетические промоторы: ране/поздний [53], и поздний [54]. 
Установлено, что поксвирусные промоторы генетически консервативны и для рекомбинации могут быть использованы экзогенные поксвирусные промоторы. Так, промотор p7.5 вируса осповакцины использовали в вирусе оспы птиц (FPV) для экспрессии трансгена. Транскрипция в FPV была инициирована на раннем и позднем элементе промотора и заканчивалась на последовательности терминации, сходной с последовательностью терминации p7.5 в вирусе осповакцины, приводя к тому же трансгену [55, 56].
Выбор и оптимизация промотора один из основных этапов при разработке векторных вакцин и усилении их иммуногенности [57]. Промотор определяет время и уровень экспрессии гена. Так, если экспрессию белка требуется получить до проявления цитопатического действия вирусов в монослое клеток, следует использовать ранние промоторы. Сильные поздние промоторы обеспечивают самый высокий уровень экспрессии [54]. 
Для скрининга рекомбинантных вирусов используют гены репортерных белков, которые кодируют нейтральные для клеток белки, легко обнаруживаемые в клетках или селективные антибиотики. Чаще всего в качестве репортерных используются гены β-глюкуронидазы (GUS), β-галактозидазы и зеленого флуоресцентного белка (GFP). Наличие первых двух ферментов можно определить путем гистохимического окрашивания тканей in situ. GFP способен флуоресцировать в видимой (зеленой) области спектра при облучении длинноволновым УФ. Эта флуоресценция обусловлена непосредственно белком, для ее проявления не требуется субстратов или кофакторов. Одним доминантных селективных маркеров является ген гуанинфосфорибозилтрансферазы (gpt) Escherichia coli. Было показано, что микофеноловая кислота (MPA), ингибитор метаболизма пурина, блокирует репликацию вируса осповакцины в нормальных клеточных линиях. Однако рекомбинантные вирусы, экспрессирующие gpt, способны реплицироваться в селективной среде, содержащей MPA, ксантин и гипоксантин [32].
В связи с тем, что каприпоксвирусы имеют ограниченный круг хозяев и не патогенны для человека, они имеют высокий потенциал использования в качестве как реплицируемых, так и не реплицируемых векторных вакцин. 

[bookmark: _Toc54796606]1.2 Выбор антигенных белков бруцелл
Вопрос о выборе антигенов достаточно сложен. В настоящее время выявлено по меньшей мере 14 защитных белков Brucella (таблица 1). Более того, вакцины, основанные на протективных белках могут быть эффективны для нескольких видов Brucella из за гомологии генов > 94 % генов среди видов Brucella [58].

Таблица 1 – Защитные антигены Brucella, проверенные экспериментально
	Обозначение
	Локус
	Описание
	Локализация
	Ссылка (PMIDs)

	BLS
	CAA86936
	Brucella люминазинсинтаза
	Цитоплазма 
	11953389

	L7/L12
	BRURPL712X
	Рибосомальный белок L7/L12
	Цитоплазма 
	8873388

	P39
	ABM67295
	Углеводсвязывающий 39-kDa белок
	Периплазма
	11447155

	Bfr
	BAB2_0675
	Ферритин: бактериоферритин
	Цитоплазма
	11447155

	Bp26
	BMEI0536
	Периплазматический иммуногенный белок
	Периплазма
	17239499

	DnaK
	BruAb1_2100
	Молекулярный шаперон DnaK
	Цитоплазма
	17686554

	IalB
	BMEI1584
	Инвазивный белок B
	Цитоплазматиче-ская мембрана
	17049676

	Omp16
	BAB1_1707
	Белок внешней мембраны MotY
	Внешняя мембрана
	18981242

	Omp19
	BAB1_1930
	Липопротеин  Omp19
	Внешняя мембрана
	18981242

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

	Omp31
	BAB1_1639
	OmpA-подобный трансмембанному домену
	Внешняя мембрана
	17014873

	SodC
	BAB2_0535
	Cu/Zn супероксиддисмутаза
	Периплазма
	15039330

	SurA
	BAB1_0706
	Пептидилпролил-цис-транс-изомераза
	Периплазма
	17686554

	Tig
	BMEI1069
	Триггерный фактор
	Цитоплазма
	17239499


[bookmark: _Toc496091352][bookmark: _Toc54796607]2 Материалы и методы
[bookmark: _Toc496091353][bookmark: _Toc22385106][bookmark: _Toc54796608]2.1 Вирусы и бактерии
[bookmark: _Toc496091354]В работе были использован вирус оспы овец: аттенуированный вакцинный штамм НИСХИ из коллекции микроорганизмов НИИПББ и рекомбинант rSPPV(TK-)EGFP, экспрессирующий зеленый флуоресцирующий белок, получен в рамках проекта грантового финансирования 1071/ГФ4. В качестве альтернативы вируса оспы овец был рассмотрен также вакцинный вирус нодулярного дерматита Neethling-RIBSP. При конструировании рекомбинантных плазмид использовали клетки E. coli ТОР10. Для получения рекомбинантных белков бруцелл использованы штаммы продуценты E. coli Т7/pET/Omp16, Т7/pET/Omp19, Т7/pET/L7/L12, Т7/pET/SOD, ER2566/pET/Omp25; ER2566/pET/IalB.  При изучении иммуногенной эффективности рекомбинантных вирусов использовали вакцинные штаммы S19 B. abortus, Rev1 B. melitensis и вирулентные штаммы 544 B. abortus, 16М B. melitensis

[bookmark: _Toc54796609]2.2 Амплификация нуклеотидных последовательностей
Амплификацию нуклеотидных последовательностей генов бруцелл проводили методом ПЦР в объеме 50 мкл: 5 мкл 10× буфера, 1 мкл 10 мМ смеси дНТФ, по 1 мкл прямого и обратного праймеров, 2,5 U Taq-полимеразы, 1 мкг вирусной ДНК, воды до 50 мкл. Температурный режим: 95 °С – 5 мин; 30 циклов 95 °С – 30 с, 50 °С – 1 мин, 72 °С – 1 мин; 72 °С – 10 мин.  

[bookmark: _Toc54796610]2.3 Модификация нуклеотидных последовательностей
Все манипуляции с ДНК проводили по стандартным методикам [59].
[bookmark: _Toc464721979][bookmark: _Toc496091356][bookmark: _Toc22385107]
[bookmark: _Toc54796611]2.4 Трансфекция инфицированных вирусом оспы овец клеток ТЯ плазмидной ДНК
Монослой клеток ТЯ, полученный в шести луночном планшете, дважды отмывали питательной средой без сыворотки (ПСП-0), затем инфицировали вирусом с множественностью заражения 0,1 ТЦД50 на клетку, инкубировали 4 ч при 37 °С. После чего, удаляли вируссодержащую суспензию с монослоя клеток, монослой дважды отмывали ПСП-0 и проводили трансфекцию рекомбинантной плазмиды интеграции с использованием липофектамина. Трансфекцию осуществляли согласно протоколу производителя, используя 1-2 мкг ДНК на одну лунку шести луночного планшета. В качестве питательной среды использовали ПСП-0 с добавлением селективной химии (250 мкг/мл ксантина, 15 мкг/мл гипоксантина и 25 мкг/мл микофеноловой кислоты).
[bookmark: _Toc464721980][bookmark: _Toc496091357][bookmark: _Toc22385108][bookmark: _Toc54796612]2.5 Селекция рекомбинантных вирусов оспы овец
Селекцию рекомбинантных вирусов проводили путем 2-3 кратного последовательного пассирования трансфецированного клеточного лизата в культуре клеток ТЯ в присутствии селективной химии (250 мкг/мл ксантина, 15 мкг/мл гипоксантина и 25 мкг/мл микофеноловой кислоты).
[bookmark: _Toc22385109]
[bookmark: _Toc54796613]2.6 Клонирование рекомбинантных вирусов методом бляшек
Для клонирования рекомбинантных вирусов методом бляшек использовали монослой клеток ТЯ в 6-луночных планшетах. Вируссодержащий клеточный лизат обрабатывали трипсином в течение 10 мин при комнатной температуре. Для получения единичных бляшек использовали разведения вируса от 10-4 до 10-6. Каждым разведением вируса инфицировали по 2 лунки с монослоем клеток ТЯ в объеме 1 мл/лунка. Инкубировали 60 мин при температуре 37 °С, удаляли вируссодержащую суспензию и осторожно вносили 3 мл 0,5 % раствора агарозы, приготовленного на питательной среде ПСП-2. После застывания агарозы планшеты переносили в СО2 инкубатор. Через 5-7 сут инфицированные клетки окрашивали 0,03 % раствором нейтрального красного. Единичные бляшки переносили в свежую культуру клеток для накопления вирусной массы. После чего проводили ПЦР-анализ полученных клонов. 

[bookmark: _Toc22385110][bookmark: _Toc54796614]2.7 Клонирование рекомбинантных вирусов методом предельного разведения
Использовали культуру клеток ТЯ в 24-луночных планшетах. Готовили разведения вируса от 10-5 до 10-7. Каждым разведением вируса инфицировали 12-24 лунки                         24-луночного планшета, внося по 0,5 мл/лунка. Инкубировали 7-10 сут в СО2 инкубаторе при 37 °С. После чего проводили ПЦР анализ полученных клонов.
[bookmark: _Toc22385111]
[bookmark: _Toc54796615]2.8 ПЦР-анализ рекомбинантных вирусов
ДНК из клеточных лизатов выделяли с использованием реагента PrepMan™ Ultra Sample Preparation Reagent, Applied Biosystems согласно инструкции производителя. Для обнаружения встраиваемых генов в вирусном геноме использовали специфические праймеры, последовательности которых приведены в таблице 2. Структуру локуса тимидинкиназы определяли с использованием праймеров PCR-TK-F                                                5’-aattataggacctatgttttctggc-3’ и PCR-TК-R1 5’-cagcgtctttataacattccat-3’. Размер продукта ПЦР для родительского штамма вируса составляет 400 п.о., размеры рекомбинантных локусов для каждого варианта приведены в таблице 2. Реакцию амплификации ДНК проводили как в п 2.2.
Таблица 2 – Праймеры, используемые для обнаружения встраиваемых генов
	Целевой ген
	Название праймеров
	Последовательность праймеров, 5’ – 3’
	Размер продукта для целевого гена, п.о.
	Размер продукта для ТК-локуса, п.о.

	L7/L12
	L7/L12-FP
	AGTTCAACCTTGGCGCCAGCAGCTT
	117
	940

	
	L7/L12-RP
	CGGCGGCGCTAACAAGATCAACGTG
	
	

	SOD
	SOD -F
	CGCCATGGTTAAGTCCTTATTTATTGC
	533
	1045

	
	SOD -R
	CGCTCGAGTTCGATCACGCCGCAGGCAAAA
	
	

	omp25
	Omp25-F
	ACCATGGTTGCTGCCGACA
	400
	1058

	
	Omp25-R
	CCGAGCACATTGAGAAAGGCA
	
	

	omp16
	Omp16-F
	CGCTCGAGCCTTCCGGCCCCGTTGAGAA
	516
	1045

	
	Omp16-R
	CGCATATGCGCCGTATCCAGTCGATTGCA
	
	

	omp19
	Omp19-F
	CGCATATGGGAATTTCAAAAGCAAGTCT
	542
	1046

	
	Omp19-R
	CGCTCGAGGCGCGACAGCGTCACGGCCT'
	
	

	IalB
	IalB-F
	ACGGTCGACCTTGGTCAATGCCTG
	489
	998

	
	IalB-R
	TCTAGATCTAGCCTCCCTGCCCGG
	
	

	omp19/sodС
	PCR-X19-F
	CGGCCCTGTCCTGAAGAATAGAG
	558
	1545

	
	PCR-X19-R
	TGGCGGAAATCAAGCAGC
	
	



[bookmark: _Toc22385112][bookmark: _Toc54796616]2.9 Определение стабильности рекомбинантных вирусов
Определение стабильности рекомбинантных вирусов проводили путем проведения пяти последовательных пассажей в культуре клеток ТЯ с последующим ПЦР-анализом структуры локуса тимидинкиназы и наличия целевого гена в вирусном геноме.

[bookmark: _Toc22385113][bookmark: _Toc54796617]2.10 Оценка уровня экспрессии целевых генов рекомбинантными вирусами в культуре клеток
Для оценки транзиентной экспрессии целевого гена инфицированную культуру клеток трансфецировали плазмидными ДНК. Через 48 ч после трансфекции монослой клеток механически снимали с поверхности, клетки собирали центрифугированием 200 g 10 мин. Наличие целевых белков подтверждали методом иммуноблота. 
Для оценки экспрессии целевых генов рекомбинантными поксвирусами инфицировали монослойную культуру клеток в 12-луночном планшете в объеме 0,2 мл/лунка с активностью 5 lg ТЦД50/мл. Инкубировали в течение 1 ч при 37 °С в CO2 инкубаторе. Затем в каждую лунку добавляли по 0,8 мл ПСП-2 и продолжали инкубировать. Отбор проб для анализа проводили в динамике в течение 3 сут. Клетки механически снимали и собирали центрифугированием 200 g 10 мин. Осадок клеток хранили при минус 70 °С до проведения анализа. 

[bookmark: _Toc371006443][bookmark: _Toc403067450][bookmark: _Toc22385114][bookmark: _Toc54796618]2.11 ДСН-ПААГ-электрофорез и иммуноблот
Электрофоретическое разделение белков проводили в 12 % ДСН-ПААГе. Для визуализации белков использовали окрашивание Coomassie G-250 или иммунодетекцию. Для иммунодетекции белки переносили на нитроцеллюлозную мембрану. После трансфера белков мембрану блокировали в течение 1 ч при комнатной температуре в TBS-T [150 мМ NaCl, 20 мМ трис-HCl, pH 7,5, 0,1 % твин-20], содержащем 5 % обезжиренного сухого молока. Затем инкубировали с первичными (специфическими) антителами, разведенными 1:10000 в блокирующем буфере, в течение 1 ч при комнатной температуре, отмывали буфером TBS-T и инкубировали со вторичными антителами, меченными щелочной фосфатазой, в разведении, рекомендуемом производителем, при тех же условиях. После чего проявляли добавлением субстрата BCIP/NBT. В качестве специфических антител использовали поликлональные мышиные сыворотки к бактериально экспрессированным целевым белкам. Положительным контролем при постановке иммуноблотов служили очищенные бактериально-экспрессированные белки.

[bookmark: _Toc54796619]2.12 Постановка ОТ-ПЦР
Клеточную РНК выделяли с использованием GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit, Sigma согласно протокола производителя. Для постановки ОТ-ПЦР в реальном времени использовали QuantiTect SYBR® Green RT-PCR Kit согласно протокола производителя. Условия реакции были следующими: 50 °С – 30 мин, 95 °С – 15 мин, 30 циклов: 94 °С – 15 с, 60 °С – 30 с, 72 °С – 40 с, и 72 °C – 7 мин. В качестве стандарта использовали очищенный ПЦР-продукт, число копий которого рассчитывали с использованием калькулятора (https://nebiocalculator.neb.com/#!/dsdnaamt)
[bookmark: _Toc22385115]
[bookmark: _Toc54796620]2.13 Получение бактериально-экспрессированных белков и сывороток к ним
[bookmark: _Toc22385116][bookmark: _Toc54796621]2.13.1 Бактериальная экспрессия целевых белков
Глицериновый сток клеток (5 мкл) вносили в 30 мл среды LB-kan50 (среда LB, содержащая 50 мкг/мл канамицина) и инкубировали в течение ночи при 37 °C на шейкере. Ночную культуру разводили средой LB-kan50 в соотношении 1:50, после чего клетки выращивали при 37 °C до OD600=0,6-1 на шейкере (200 об/мин). Экспрессию, индуцированную добавлением ИПТГ до 1 мМ, проводили при 37 °C в течение 4 ч. До индукции и после отбирали пробы для анализа в ДСН-ПААГ. Клетки собирали центрифугированием при 4000 об/мин 20 мин. Пробы для анализа и осадки клеток хранили при минус 20 °C до их использования. 
[bookmark: _Toc22385117]
[bookmark: _Toc54796622]2.13.2 Очистка рекомбинантных белков
Очистку рекомбинантных белков L7/L12, omp19 и IalB проводили в нативных условиях, omp16, omp 25 и sodC – в денатурирующих условиях. Для лизиса осадки клеток размораживали и растворяли в буфере 1 [100 мМ трис НCl рН 8,0, 150 мM NaCl, 1 % тритон Х-100, 1 % дезоксихолат натрия] из расчета 15 мл буфера на 1 г клеток. К полученной суспензии добавляли лизоцим до конечной концентрации 1 мг/мл. Затем двукратно замораживали-оттаивали (минус 70 °C, 30 мин / 37 °C, 30 мин) и инкубировали при 4 °С в течение ночи. Центрифугировали при 4 °C 15000×g 15 мин (надосадок – фракция растворимого белка, осадок – тельца включения). При необходимости получения включений осадок последовательно промывали буфером 2 [100 мМ трис НCl, рН 8,0, 150 мM NaCl, 1 % тритон Х-100], буфером 3 [100 мМ трис НCl, рН 8,0, 150 мM NaCl], буфером 4 [50 мМ трис НCl, рН 7,5]. Осадок ресуспендировали в буфере 5 [20 мМ ФБР, рН 7,4, 300 мM NaCl, 8 М мочевины, 5 мМ имидазола, рН 7,4] и инкубировали при 4 °С в течение ночи для полного растворения. 
Очистку рекомбинантных белков в нативных или денатурирующих условиях проводили с использованием Ni-NTA-агарозы согласно протоколу производителя. Рефолдинг очищенных белков проводили путем диализа при 4 ºС на магнитной мешалке в течение ночи в буфере [20 мМ ФБР, 300 мM NaCl, 4 М мочевина рН 7,4] для белков, очищенных в денатурирующих условиях и в буфере [20 мМ ФБР, 300 мM NaCl, рН 7,4] для белков, очищенных в нативных условиях. Концентрацию белка определяли методом Лоури. 

[bookmark: _Toc22385118][bookmark: _Toc54796623]2.13.3 Получение специфических сывороток к рекомбинантным белкам
Эксперименты с животными проводили в соответствии с действующим национальным и международным законодательством. Протокол-заявка № 6 утвержден Комиссией по биоэтике НИИПББ КН МОН РК от 25 сентября 2017 года.
Для получения специфических сывороток к рекомбинантным белкам использовали беспородных белых мышей (самки, 6-8 недель, масса 18-20 г). Очищенные белки соединяли с адъювантом Montanide Gel 01, SEPPIC в соотношении 9:1 (об/об) согласно протоколу производителя. Иммунизацию мышей проводили подкожно четырехкратно в дозе 30 мкг белка на мышь с интервалом 14 сут. Забор крови проводили из хвостовой вены. Активность сывороток тестировали в ИФА. 
[bookmark: _Toc22385119]
[bookmark: _Toc54796624]2.14 Иммунизация мышей 
Использовали 45 беспородных белых мышей возрастом 5-7 недель, которые были разделены на пять групп по 9 голов. Мыши были иммунизированы двукратно с интервалом 14 сут с использованием нескольких схем (таблица 3). Рекомбинантные вирусы оспы овец с активностью 6 lgТЦД50/мл объединяли в эквивалентном соотношении и вводили по 0,4 мл (105 ТЦД50 каждого вируса) внутрибрюшинно. Рекомбинантные белки с концентрацией каждого 60 мкг/мл соединяли с адъювантом Montanide Gel 01, SEPPIC в соотношении 9:1  (об/об) и вводили по 100 мкл внутримышечно. Для сравнения использовали вакцинный штамм S19 B. abortus, 105 КОЕ в объеме 100 мкл вводили подкожно. 

Таблица 3 – Схема иммунизации мышей
	Иммунизация
	
	№ группы

	
	1
	2
	3
	4
	5

	Прайм
	РВ
	Б
	РВ
	-
	PBS

	Бустер
	РВ
	РВ
	Б
	Ba
	PBS

	Примечания 
РВ – смесь рекомбинантных вирусов;
Б – смесь белков 
Ba – B. abortus, штамм S19, PBS – фосфатно-буферный солевой раствор 
«-» – введение препарата не проводили



Через 30 сут после последней иммунизации по 3 мыши из каждой группы были использованы для определения клеточного иммунитета (п.2.16), остальных шесть мышей подвергали контрольному заражению (п. 2.17). У мышей отбирали кровь из хвостовой вены для определения гуморального иммунного ответа методом ИФА (п.2.15).

[bookmark: _Toc54796625]2.15 Иммуноферментный анализ (ИФА)
Для постановки ИФА 96-луночные планшеты (TPP, Швейцария) сенсибилизировали рекомбинантными белками, вносили по 100 мкл карбонат-бикарбонатного буфера, содержащего 2 мкг/мл рекомбинантного белка. Планшеты инкубировали в течение ночи при 4 °С. Затем трехкратно отмывали буфером TBS-T и блокировали 5 % обезжиренным молоком в TBS-T, (200 мкл/лунка). Двукратные разведения исследуемых сывороток вносили по 100 мкл в лунки планшета, инкубировали в течение 1 ч при 37 °С. После трехкратной отмывки буфером TBS-T вносили конъюгаты анти-мышиных IgG со щелочной фосфатазой (Sigma, США) в разведении 1:5000 и инкубировали в течение 1 ч при 37 °С. Планшеты отмывали трехкратно буфером TBS-T и вносили по 100 мкл субстрата для щелочной фосфатазы (pNPP) (Sigma, США), инкубировали 30 мин. Оптическую плотность (ОП) измеряли с использованием ридера ImmunoChem-2100 при длине волны 405/630 нм. Титром считали наибольшее разведение сыворотки, в которой оптическая плотность специфической сыворотки в два и более раз превышала таковую нормальной сыворотки.
При проведении конкурентного варианта 96-луночные планшеты сенсибилизировали рекомбинантным белком omp25, вносили по 100 мкл карбонат-бикарбонатного буфера, содержащего 1 мкг/мл рекомбинантного белка. Планшеты инкубировали при 4 °С в течение ночи. Для построения стандартной кривой использовали белок omp25 в концентрациях 0-250 нг/мл. Рабочее разведение сыворотки с активностью 1:6400 составило 1:4000. Перед анализом исследуемые пробы белка соединяли с сывороткой в рабочем разведении в равных объемах и инкубировали в течение ночи при 4 °С. Аналогично готовили стандарты. Подготовленные для анализа образцы вносили по 100 мкл в лунки планшета, инкубировали при 37 °С в течение 1 ч. Отмывали четыре раза и вносили конъюгаты антимышиных IgG с щелочной фосфатазой (Sigma, USA) в разведении 1:5000. Инкубировали при комнатной температуре в течение 1 ч. После четырехкратной отмывки вносили по 100 мкл субстрата pNPP, Sigma, USA. Инкубировали в течение 30 мин. ОП измеряли при длине волны 405/630 нм с использованием ридера ImmunoChem-2100. Концентрацию белка в исследуемых образцах определяли по стандартной кривой.

[bookmark: _Toc54796626]2.16 Оценка клеточного иммунного ответа
[bookmark: _Toc54796627]2.16.1 Выделение мышиных спленоцитов
Мышь, выведенную из эксперимента цервикальной дислокацией, помещали на препаровальный столик на правый бок. Обрабатывали левый бок мыши 70 % спиртом. Разрезали мех на левом боку мыши приблизительно посередине между передней и задней лапой. Вскрывали полость тела, извлекали селезенку, используя пинцет. Помещали селезенку в чашку Петри. Используя шприц пропускали 5-10 мл DMEM через орган. При этом клетки вымывались в среду. Процедуру повторяли до тех пор, пока не оставалась белая соединительная ткань наружной мембраны. Суспензию клеток переносили в 15 мл пробирку. Центрифугировали при 800 × g 3 мин при комнатной температуре. Удаляли супернатант и ресуспендировали клетки в 1 мл буфера АСК. Инкубировали при комнатной температуре 5 мин. Клетки дважды отмывали культуральной средой. Осадок ресуспендировали в 3 мл полной среды и определяли концентрацию клеток подсчетом в камере Горяева.

[bookmark: _Toc54796628]2.16.2 Постановка ELISPOT
Все работы проводили в асептических условиях. Анти-ИФН-γ-антитела разводили в PBS согласно рекомендациям производителя и вносили по 100 мкл в лунки 96-луночного планшета с нитроцеллюлозным покрытием. Планшеты помещали во влажную камеру и инкубировали в течение ночи при 4 °C. Блокировали культуральной средой RPMI1640, содержащей 10 % ФБС, в течение 1 ч при 37 °C. Затем трижды промывали PBS. Готовили суспензию спленоцитов с концентрацией 2×106 клеток/мл и вносили по 100 мкл клеток в лунки планшета. Синтез ИФН-γ стимулировали антигенами бруцелл. В качестве отрицательного контроля использовали не стимулированные клетки, для положительного контроля клетки стимулировали лектином. Инкубировали 2 сут при 37 °C. Далее планшеты промывали трижды PBS-T. Добавляли по 100 мкл детектирующих биотинилированных антител, разведенных в PBS-T с 1 % БСА. Планшеты инкубировали в течение 1 ч при комнатной температуре. Затем отмывали шесть раз PBS-T. Вносили в лунки по 100 мкл раствора стрептавидина, меченного щелочной фосфатазой и инкубировали в течение 1 ч при комнатной температуре. Планшеты промывали четыре раза PBS и вносили по 100 мкл субстрата NBT/BCIP. Подсчет спотов осуществляли с помощью стереомикроскопа. 

[bookmark: _Toc54796629][bookmark: _Toc496091364]2.17 Оценка протективности (эффективности) рекомбинантных вирусов
Иммуногенную эффективность рассчитывали согласно рекомендациям МЭБ [60]. Мышей, иммунизированных рекомбинантными вирусами (п. 2.14) подвергали контрольному заражению B. abortus, штамм 544 или B. melitensis штамм 16M. Через 30 сут после иммунизации мышам вводили внутрибрюшинно 100 мкл суспензии клеток, содержащей 2×105 КОЕ. Через 14 дней определяли обсемененность селезенки используя метод определения колониеобразующих единиц. Подсчет образовавшихся колоний проводили на чашках с разведением, давшим менее 300 КОЕ. Общее микробное число (Х) определяли по формуле (1):

       (1)

Если в чашках, соответствующих разведению 1/10, колонии не были обнаружены, считали, что селезенка заражена пятью бактериями. Затем рассчитывали относительную величину Y по формуле (2):

                                                                                      (2)
где Х – общее микробное число (КОЕ/орган).

Для каждой экспериментальной группы мышей рассчитывали среднее значение Y и стандартное отклонение. Условия контрольного эксперимента считали удовлетворительными, если: 1) среднее значение Y для группы не вакцинированных мышей составляет не менее 4,5; 2) среднее значение Y для группы мышей, вакцинированных контрольной вакциной ниже 2,5; 3) стандартное отклонение, рассчитанное для каждой группы мышей, ниже 0,8. Тестовую вакцину (рекомбинантные вирусы) считали удовлетворительной, если значение иммуногенности, полученное для мышей, вакцинированных этой вакциной, было значительно ниже, чем у не вакцинированных, и не отличалось значительно от такового для мышей, вакцинированных контрольной вакциной.

[bookmark: _Toc54796630]3 Результаты исследований
[bookmark: _Toc496091366][bookmark: _Toc54796631]3.1 Создание на основе вакцинного штамма вируса оспы овец НИСХИ рекомбинантных штаммов кодирующих гены белков omp19, sodC, omp16, L7/L12 и определение их уровня экспрессии
[bookmark: _Toc54796632]3.1.1 Конструирование плазмид интеграции для встройки генов Brucella spp. в состав генома вируса оспы овец
Плазмиды интеграции для встройки генов бруцелл в геном вируса оспы овец конструировали на основе базовой плазмиды pTKbase для рекомбинации генома вируса оспы по тимидинкиназному локусу, полученной нами ранее в рамках проекта грантового финансирования 1071/ГФ4. Физическая карта данной плазмиды представлена на рисунке 2. 

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

[bookmark: _Toc496091380]Рисунок 2 – Карта базовой плазмиды интеграции для рекомбинации генома вируса оспы овец по локусу тимидинкиназы

Последовательности ДНК, кодирующие целевые гены omp16, omp19, omp25, sodC, IalB и L7/L12 Brucella spp., были амплифицированы с геномной ДНК B. abortus, штамм 19S и клонированы в базовую плазмиду интеграции по сайтам NcoI и NotI (или BglII). В результате было получено 6 конструкций: pIN-TK-omp16, pIN-TK-omp19, pIN-TK-omp25, pIN-TK-SOD, pIN-TK-IalB и pIN-TK-L7/L12. Кроме того, методом ПЦР был получен химерный ген, кодирующий фрагменты белков omp19 и SOD, и так же клонирован в базовую плазмиду интеграции (pIN-TK-omp19/SOD). Корректность конструкций была подтверждена секвенированием и рестрикционным анализом (рисунок 3). Полученные конструкции содержали фрагменты ДНК расчетных размеров. Следует отметить что при обработке рестриктазами PstI и SphI плазмид pIN-TK-omp16 и pIN-TK-omp25 образовались дополнительные фрагменты из-за наличия сайтов рестрикции SphI в последовательности генов omp16 и omp25. На все конструкции составлены паспорта (приложение В).
[image: ][image: ]
М – маркер размера фрагментов ДНК, 1 – базовая плазмида интеграции pIN-TKsppv (108 п.о.), 2 – pIN-TK-L7/L12 (518 п.о.), 3 – pIN-TK-IalB (576 п.о.), 4 – pIN-TK-omp16 (623 п.о.), 5 – pIN-TK-omp19 (624 п.о.), 6 – pIN-TK-SOD (623 п.о.), 7 – pIN-TK-omp19&SOD (1035 п.о.), 8 - pIN-TK-omp25 (123+512 п.о.)

Рисунок 3 – Рестрикционный анализ плазмид интеграции обработанных PstI и SphI

Эффективность экспрессионных кассет в плазмидах интеграции была оценена методом транзиентной экспрессии генов в поксвирусной системе (рисунок 4). Для детекции использовали специфические сыворотки к бактериально-экспрессированным целевым белкам, полученные на мышах.
Как видно из рисунка 4, трансфекция полученных генетических конструкций в инфицированную вирусом оспы овец культуру клеток ТЯ обеспечивает транзиентную экспрессию целевых генов на трансляционном уровне. Следует отметить, что белки L7/L12 и IalB накапливаются только в клетках (рисунок 4В, Г, линия 4), тогда как OMP16 и SOD детектируются как в клетках, так и в среде культивирования (рисунок 4А, Б, линии 3, 4). Это может быть связано с секрецией белков из клетки или с разрушением клеток из-за токсичности данных белков. Разница в молекулярной массе белка IalB, экспрессированного в бактериальной и поксвирусной системах связана с наличием дополнительных пептидных последовательностей на N- и С-конце аминокислотной последовательности в бактериальном экспрессирующем векторе (рисунок 4 Г, линии 1 и 4).
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А – белок OMP16; Б – белок SOD; В – белок L7/L12; Г – белок IalB. М – маркер молекулярного веса белков. 1, 6 – бактериально-экспрессированный белок (положительный контроль); 2, 7 – лизат клеток ТЯ, инфицированных вирусом оспы овец (контроль вируса); 3, 8 – среда культивирования инфицированных вирусом оспы овец клеток ТЯ через 48 ч после трансфекции соответствующей плазмиды интеграции; 4, 9 – лизат инфицированных вирусом оспы овец клеток через 48 ч после трансфекции соответствующей плазмиды интеграции; 5, 10 – лизат клеток ТЯ (контроль клеток). 1-5 – специфическая сыворотка к рекомбинантному белку; 6-10 – нормальная сыворотка. Д – белок OMP19: 1-4 – специфическая сыворотка; 5-8 – нормальная сыворотка; М – маркер молекулярного веса белков, 1,5 – бактериально-экспрессированный белок (положительный контроль), 2,6 – лизат клеток ТЯ, инфицированных вирусом оспы овец (контроль вируса), 3,7 – лизат клеток ТЯ (контроль клеток), 4,8 – лизат инфицированных вирусом оспы овец клеток через 48 ч после трансфекции плазмиды интеграции; Е – белок OMP25: 1-4 – специфическая сыворотка; 5-8 – нормальная сыворотка; М – маркер молекулярного веса белков, 1,5 – бактериально-экспрессированный белок (положительный контроль), 2,6 – лизат клеток ТЯ, инфицированных вирусом оспы овец (контроль вируса), 3,7 – лизат клеток ТЯ (контроль клеток), 4,8 – лизат инфицированных вирусом оспы овец клеток через 48 ч после трансфекции плазмиды интеграции

Рисунок 4 – Иммунодетекция целевых белков транзиентно экспрессированных в поксвирусной системе

[bookmark: _Toc54796633]3.1.2 Получение рекомбинантных штаммов вируса оспы овец
[bookmark: _Toc22385122][bookmark: _Toc54796634]3.1.2.1 Получение рекомбинантного вируса оспы овец rSPPV(TK-)omp19
Трансфекцию культуры клеток, инфицированной вирусом оспы овец НИСХИ, проводили плазмидой интеграции pIN-TK-omp19. Для обогащения вирусной популяции рекомбинантами проведено по 2 селективных пассажа. Затем было проведено клонирование вирусов методом предельного разведения. В результате чего получено 46 клонов, три из них имели в геноме целевой ген (рисунок 5А). Анализ локуса соответствовал родительскому типу вируса (рисунок 5Б). 
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А – анализ на наличие целевого гена omp19, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль, (*) звездочкой обозначены выбранные клоны

Рисунок 5 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом предельного разведения 

После однократного пассажа и анализа методом ПЦР для дальнейшего клонирования методом бляшек были использованы клоны 27D5 и 28С35. Было отобрано и размножено 47 бляшек. ПЦР анализ показал, что только один вирусный клон имел целевой ген (42С5) (рисунок 6А). Анализ структуры локуса показал, что данный клон имеет рекомбинантный генотип (рисунок 6Б). 

	[image: ]
	[image: ]


А – анализ на наличие целевого гена omp19 в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль, (*) звездочкой обозначен выбранный клон

Рисунок 6 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом бляшек под агарозным покрытием 

Таким образом, в результате проведенных исследований получен рекомбинантный вирус rSPPV(TK-)omp19 (клон 42С5), геном которого включал целевой ген, и структура локуса соответствовала рекомбинантному типу. Рекомбинантный вирус rSPPV(TK-)omp19 депонирован в Коллекции микроорганизмов РГП НИИПББ КН МОН РК (приложение Г).
[bookmark: _Toc22385123]
[bookmark: _Toc54796635]3.1.2.2 Получение рекомбинантного вируса оспы овец rSPPV(TK-)omp19/sodC
Трансфекцию культуры клеток, инфицированной вирусом оспы овец НИСХИ, проводили плазмидой интеграции pIN-TK-omp19/sodC. Для обогащения вирусной популяции рекомбинантами проведено по 2 селективных пассажа. Затем было проведено клонирование вирусов методом предельного разведения, в результате которого получено 46 клонов. ПЦР анализ показал, что три клона 35В3, 35В5 и 35С5 имели в составе генома целевой ген (рисунок 7А), при этом один из них 35В5 имел структуру локуса рекомбинантного типа (рисунок 7Б). 
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А – анализ на наличие целевого гена omp19/sodC в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, 
ПК – положительный контроль, (*) звездочкой обозначены выбранные клоны

Рисунок 7 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом предельных разведений 

Таким образом, в результате проведенных исследований получен рекомбинантный вирус rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35В5), геном которого включал целевой ген, и структура локуса соответствовала рекомбинантному типу. Рекомбинантный вирус rSPPV(TK-)omp19/sodC депонирован в Коллекции микроорганизмов РГП НИИПББ КН МОН РК (приложение Г).
[bookmark: _Toc22385127]
[bookmark: _Toc54796636]3.1.2.3 Получение рекомбинантного вируса оспы овец rSPPV(TK-)SOD
Трансфекцию культуры клеток, инфицированной вирусом оспы овец НИСХИ, проводили плазмидой интеграции pIN-TK-sodC. Для обогащения вирусной популяции рекомбинантами проведено по 2 селективных пассажа. В результате двух раундов клонирования клеточного лизата методом предельных разведений и одного методом бляшек было получено два клона вируса 70F8 и 71D6, которые были представлены смесью рекомбинантных и исходных вирусов (рисунок 8Б). Последующие два раунда клонирования методом бляшек позволили выделить генетически гомогенные рекомбинанты (рисунок 9). Для проведения дальнейших исследований выбраны клоны 81B2, 81C2 и 81D4. 
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А – анализ на наличие целевого гена sodС в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, 
PC – положительный контроль, rt – рекомбинантный вирус, wt – исходный вирус

Рисунок 8 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом бляшек под агарозным покрытием 
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А – анализ на наличие целевого гена sodС в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль, звездочкой (*) отмечены выбранные клоны

Рисунок 9 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом бляшек под агарозным покрытием 

Таким образом, были получены рекомбинантный вирусы rSPPV(TK-)sodC (клоны 81B2, 81C2 и 81D4), геном которых включал целевой ген, и структура локуса соответствовала рекомбинантному типу. Рекомбинантный вирус rSPPV(TK-)sodC (клон 81B2) депонирован в Коллекции микроорганизмов РГП НИИПББ КН МОН РК (приложение Г).
[bookmark: _Toc22385124]
[bookmark: _Toc54796637]3.1.2.4 Получение рекомбинантного вируса оспы овец rSPPV(TK-)omp16
Трансфекцию культуры клеток, инфицированной rSPPV(TK-)EGFP, проводили плазмидой интеграции pIN-TK-omp16. Для обогащения вирусной популяции рекомбинантами проведено по 2 селективных пассажа. В результате клонирования клеточного лизата методом бляшек было получено 14 клонов. При этом отбор бляшек осуществляли с использованием люминесцентного микроскопа. Флуоресценцию регистрировали в проходящем свете (рисунок 10). Отбирали не флуоресцирующие бляшки. Затем проводили ПЦР-анализ структуры локуса полученных клонов (рисунок 11А), а также на наличие целевого гена и отсутствие генов egfp и gpt (рисунок 11Б). При рекомбинации генома rSPPV(TK-)EGFP размер локуса ТК исходного вируса составлял 1226 п.о., нового рекомбинанта с встроенным геном omp16 – 1046 п.о. (рисунок 11А). На основании ПЦР-анализа был отобран один клон рекомбинантного вируса 90А1, в геноме которого был выявлен целевой ген omp16 (рисунок 11Б, дорожка 1) и отсутствие генов egfp (рисунок 11Б, дорожка 3) и gpt (рисунок 11Б, дорожка 5) подтверждало событие второго кроссинговера в вирусном геноме (рисунок 1). Еще два клона 93D7 и 93G7 были получены в результате двух раундов клонирования (предельным разведением и бляшками). 
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А – световая микроскопия бляшек, Б – одновременная люминесцентная и световая микроскопия бляшек

Рисунок 10 – Бляшки, образованные в культуре клеток вирусом оспы овец
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А: анализ структуры локуса ТК, 1-14 – номера клонов; Б: анализ на наличие целевого гена omp16 (дорожки 1,2), гена egfp (дорожки 3,4) и гена gpt (дорожки 5,6) в вирусном геноме, 1,3,5 – клон 90A1, 
2,4,6 – клон 92A1; PC – положительный контроль; звездочкой (*) отмечены выбранные клоны

Рисунок 11 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом бляшек под агарозным покрытием
Таким образом, были получены рекомбинантные вирусы rSPPV(TK-)omp16 (клоны 90A1, 93D7 и 93G7), геном которых включал целевой ген, и структура локуса соответствовала рекомбинантному типу. Рекомбинантный вирус rSPPV(TK-)omp16 (клон 90A1) депонирован в Коллекции микроорганизмов РГП НИИПББ КН МОН РК (приложение Г).
[bookmark: _Toc22385125]
[bookmark: _Toc54796638]3.1.2.5 Получение рекомбинантного вируса оспы овец rSPPV(TK-)omp25
Трансфекцию культуры клеток, инфицированной rSPPV(TK-)EGFP, проводили плазмидой интеграции pIN-TK-omp25. Для обогащения вирусной популяции рекомбинантами проведено по 2 селективных пассажа. В результате клонирования клеточного лизата методом бляшек было получено 23 клонов. Отбор бляшек осуществляли с использованием люминесцентного микроскопа. Отбирали не флуоресцирующие бляшки. Затем проводили ПЦР-анализ структуры локуса полученных клонов (рисунок 12А), на наличие целевого гена (рисунок 12Б) и отсутствие генов egfp и gpt. При рекомбинации генома rSPPV(TK-)EGFP размер локуса ТК исходного вируса составлял 1226 п.о., нового рекомбинанта с встроенным геном omp25 – 1058 п.о. (рисунок 12А). На основании ПЦР-анализа были отобраны три клона рекомбинантных вирусов 88A3, 88B1 и 88B2, в геноме которых был выявлен целевой ген omp25 (рисунок 12Б) и отсутствие генов egfp и gpt подтверждало событие второго кроссинговера в вирусном геноме. 
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А – анализ структуры локуса ТК, Б – анализ на наличие целевого гена omp25 в вирусном геноме, 
PC – положительный контроль, звездочкой (*) отмечены выбранные клоны

Рисунок 12 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом бляшек под агарозным покрытием 

Таким образом, были получены рекомбинантные вирусы rSPPV(TK-)omp25 (клоны 88A3, 88B1 и 88B2), геном которых включал целевой ген, и структура локуса соответствовала рекомбинантному типу. Рекомбинантный вирус rSPPV(TK-)omp25 (клон 88A3) депонирован в Коллекции микроорганизмов РГП НИИПББ КН МОН РК (приложение Г).
[bookmark: _Toc54796639]3.1.2.6 Получение рекомбинантного вируса оспы овец rSPPV(TK-)IalB
Трансфекцию культуры клеток, инфицированной rSPPV(TK-)EGFP, проводили плазмидой интеграции pIN-TK-IalB. Для обогащения вирусной популяции рекомбинантами проведено по 2 селективных пассажа. В результате двух раундов клонирования методом предельного разведения были получены клоны вирусов 94A10 и 94D4, состоящие из смеси rSPPV(TK-)EGFP и rSPPV(TK-)IalB (рисунок 13). 
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Рисунок 13 – Результаты ПЦР анализа структуры локуса ТК вирусных клонов, полученных методом предельного разведения

Выбранные для дальнейшей работы клоны были объединены и клонированы методом бляшек. Отбор бляшек осуществляли с использованием люминесцентного микроскопа. Отбирали не флуоресцирующие бляшки. Было отобрано и проанализировано методом ПЦР 10 клонов (рисунок 14). На основании ПЦР-анализа были отобраны три клона рекомбинантных вирусов 96A2, 96B2 и 96B4, в геноме которых был выявлен целевой ген IalB (рисунок 14Б) и отсутствие генов egfp (рисунок 14В) и gpt (рисунок 14Г) подтверждало событие второго кроссинговера в вирусном геноме. 
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А – анализ структуры локуса ТК, Б – анализ на наличие целевого гена IalB в вирусном геноме, 
В – анализ на наличие гена egfp, Г – анализ на наличие гена gpt, NC – отрицательный контроль, 
PC – положительный контроль, звездочкой (*) отмечены выбранные клоны

Рисунок 14 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом бляшек под агарозным покрытием 
Таким образом, были получены рекомбинантные вирусы rSPPV(TK-)IalB (клоны 96A2, 96B2 и 96B4), геном которых включал целевой ген, и структура локуса соответствовала рекомбинантному типу. Рекомбинантный вирус rSPPV(TK-)IalB (клон 96A2) депонирован в Коллекции микроорганизмов РГП НИИПББ КН МОН РК (приложение Г).
[bookmark: _Toc22385126]
[bookmark: _Toc54796640]3.1.2.7 Получение рекомбинантного вируса оспы овец rSPPV(TK-)L7/L12
Для получения рекомбинантного вируса rSPPV(TK-)L7/L12 в качестве исходного использовали как штамм НИСХИ так и рекомбинант rSPPV(TK-)EGFP. Для трансфекции использовали плазмиду интеграции pIN-TK-L7/L12. Обогащение вирусной популяции рекомбинантами осуществляли проведением 2 селективных пассажей. Для выделения рекомбинантов было проведено более двадцати раундов клонирования в различных комбинациях (рисунок 15). Однако генетически стабильный рекомбинант выделить не удалось. 
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\2019 отчет\Презентация50.tif]
А – анализ на наличие целевого гена L7/L12 в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, 
ПК – положительный контроль, (*) звездочкой обозначены выбранные клоны

Рисунок 15 – Результаты ПЦР анализа вирусных клонов, полученных методом предельных разведений 

[bookmark: _Toc54796641]3.1.3 Оценка экспрессии целевых генов рекомбинантными вирусами оспы овец
[bookmark: _Toc22385130][bookmark: _Toc54796642]3.1.3.1 Получение очищенных бактериально-экспрессированных белков
На первом этапе были получены препараты очищенных белков и мышиные анти-сыворотки к ним. С этой целью были использованы бактериальные штаммы продуценты рекомбинантных белков бруцелл, полученные нами ранее (OMP16, OMP19, SOD, L7/L12), а также штаммы-продуценты белков OMP25 и IalB, полученные в рамках реализации данного проекта. Чистота полученных белковых препаратов составляла не менее 90 %. На полученные препараты оформлены паспорта (сертификаты) с указанием основных показателей (приложение Д). 
[bookmark: _Toc22385131][bookmark: _Toc54796643]3.1.3.2 Получение специфических сывороток
Специфические сыворотки были получены на белых беспородных мышах. Для иммунизации препараты очищенных белков соединяли с адъювантом Мontanide Gel01 с конечной концентрацией белка 150 мкг/мл. Иммунизацию проводили четырехкратно с интервалом 2 недели. Полученные сыворотки были проверены в ИФА. Титры специфических сывороток к белкам OMP16, OMP19, SOD, L7/L12, IalB и OMP25 составили 1:40960, 1:320, 1:20480, 1:20480, 1:64000, 1:6400, соответственно. 

[bookmark: _Toc54796644]3.1.3.3 Оценка экспрессии целевых генов рекомбинантными вирусами оспы овец
Оценку экспрессии целевых генов рекомбинантными вирусами проводили на транскрипционном и трансляционном уровнях. Для этого рекомбинантными вирусами rSPPV(TK-)omp19/sodC, rSPPV(TK-)omp16, rSPPV(TK-)omp25, rSPPV(TK-)IalB инфицировали клетки ТЯ (пермиссивная), MDBK и L929 (не пермиссивные). Рекомбинантные вирусы эффективно реплицировались в пермиссивных клетках, вызывая цитопатический эффект в монослое (рисунок 16 Б), в то время как в монослое непермиссивных клеток цитопатическое действие вируса не выявлено (рисунок 16 Г). 
[image: ]
А, Б – клеточная линия ТЯ; В, Г – клеточная линия L929; А, В – не инфицированные клетки; Б, Г – клетки, инфицированные рекомбинантным вирусом rSPPV(TK-)omp19/sodC

Рисунок 16 – Цитопатические изменения в монослое клеток, инфицированных рекомбинантными вирусами оспы овец через 72 ч инкубации

Образцы инфицированных клеток отбирали в динамике в течение 72 ч. Определение количества копий мРНК целевого гена проводили методом ОТ-ПЦР в реальном времени (см. п.2.12). 
Как видно на рисунке 17 целевые гены эффективно транскрибируются с вирусного генома. Следует отметить, что при репродукции вируса в пермиссивных клетках количество копий мРНК увеличивается, достигая максимума к 72 ч (срок наблюдения). В непермиссивных клетках инфекция вируса абортивная. В процессе инфекции не образуются новые вирионы. Число копий мРНК достигает максимального значения уже через 2 ч после инфицирования клеток и остается на таком уровне в течение 10-12 ч, после чего начинает снижаться (рисунок 17). 
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А – rSPPV(TK-)omp19/sodC, Б – rSPPV(TK-)omp16, В – rSPPV(TK-)omp25, Г – rSPPV(TK-)IalB

Рисунок 17 – Уровень мРНК/ТЦД50- целевых генов в клетках, инфицированных рекомбинантными вирусами, в динамике

Клеточные лизаты были протестированы методом вестерн блота для выявления целевых белков (рисунки 18-21). Как видно из рисунков 18-21 все белки эффективно экспрессируются рекомбинантными вирусами оспы овец. Уровень экспрессии согласуется с количеством копий мРНК. Следует так же отметить, что химерный белок omp19/sodC детектируется в вестерн блоте как сывороткой к белку omp19 (рисунок 18А-В, дорожки       4-9), так и сывороткой к белку SOD (рисунок 18А-В, дорожки 13-18).  
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А – культура клеток MDBK; Б – культура клеток ТЯ; В – культура клеток L929. М – маркер молекулярного веса белков; 1, 10, 19 – бактериально-экспрессированный белок омр19 (положительный контроль); 
2, 11, 20 – бактериально-экспрессированный белок SOD (положительный контроль); 3, 12, 21 – лизат клеток, инфицированных вирусом оспы овец НИСХИ; 4, 13, 22 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 72 ч; 5, 14, 23 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 48 ч; 6, 15, 24 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 24 ч; 
7, 16, 25 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 16 ч; 8, 17, 26 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 8 ч; 9, 18, 17 –лизат не инфицированных клеток (контроль культуры); 1-9 – специфическая сыворотка к рекомбинантному белку омр19; 
10-18 – специфическая сыворотка к рекомбинантному белку SOD; 19-27 – нормальная сыворотка

Рисунок 18 – Иммунодетекция целевых белков omp19 и SOD, экспрессируемых вирусом rSPPV(TK-)omp19/sodC
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А – культура клеток MDBK; Б – культура клеток ТЯ; В – культура клеток L929. М – маркер молекулярного веса белков. 1, 9 – бактериально-экспрессированный белок (положительный контроль); 2, 10 – лизат клеток инфицированных вирусом оспы овец НИСХИ; 3, 11 – лизат неинфицированных клеток (контроль культуры клеток); 4, 12 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 8 ч; 5, 13 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 16 ч; 6, 14 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 24 ч; 7, 15 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 48 ч; 8, 16 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 72 ч ; 1-8 – специфическая сыворотка к рекомбинантному белку omp16; 
9-16 – нормальная сыворотка

Рисунок 19 – Иммунодетекция целевого белка omp16, экспрессируемого вирусом rSPPV(TK-)omp16
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А – культура клеток MDBK; Б – культура клеток ТЯ; В – культура клеток L929. М – маркер молекулярного веса белков. 1, 9 – бактериально-экспрессированный белок (положительный контроль); 2, 10 – лизат клеток инфицированных вирусом оспы овец НИСХИ; 3, 11 – лизат неинфицированных клеток (контроль культуры клеток); 4, 12 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 8 ч; 5, 13 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 16 ч; 6, 14 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 24 ч; 7, 15 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 48 ч; 8, 16 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 72 ч ; 1-8 – специфическая сыворотка к рекомбинантному белку omp25; 
9-16 – нормальная сыворотка

Рисунок 20 – Иммунодетекция целевого белка omp25, экспрессируемого вирусом rSPPV(TK-)omp25
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А – культура клеток MDBK; Б – культура клеток ТЯ; В – культура клеток L929. М – маркер молекулярного веса белков. 1, 9 – бактериально-экспрессированный белок (положительный контроль); 2, 10 – лизат клеток инфицированных вирусом оспы овец НИСХИ; 3, 11 – лизат неинфицированных клеток (контроль культуры клеток); 4, 12 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 8 ч; 5, 13 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 16 ч; 6, 14 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 24 ч; 7, 15 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 48 ч; 8, 16 – лизат клеток инфицированных рекомбинантным вирусом оспы овец через 72 ч ; 1-8 – специфическая сыворотка к рекомбинантному белку IalB; 
9-16 – нормальная сыворотка

Рисунок 21 – Иммунодетекция целевого белка IalB, экспрессируемого вирусом pSPPV(TK-)IalB

Также нами была предпринята попытка определить количество белка, которое экспрессируется рекомбинантным вирусом с активностью 1 ТЦД50 на примере рекомбинанта rSPPV(TK-)omp25. Для этого монослой клеток в шести луночных планшетах инфицировали рекомбинантным вирусом с активностью 6,37 lg ТЦД50/мл в объеме 0,5 мл в лунку. Инкубировали в течение 72 ч. Клетки каждой лунки собирали механически, ресуспендировали в 250 мкл PBS и подвергали лизису методом замораживания-оттаивания. Содержание белка в клеточных лизатах определяли методом конкурентного ИФА. Результаты представлены на рисунке 22. 
Как видно из рисунка 22 максимальное накопление белка в клетках отмечается через 24 часа как в пермиссивных так и в непермиссивных клетках. Низкий уровень экспрессии белка в непермиссивных клетках связан с абортивным типом инфекции. Полученные данные позволят сделать предварительный расчет необходимого количества вируса в дозе вакцины для обеспечения экспрессии необходимого количества целевого антигена.  

Рисунок 22 – Уровень экспрессии целевого белка рекомбинантным вирусом 
rSPPV(TK-)omp25 в динамике

[bookmark: _Toc54796645]3.2 Оценка стабильности рекомбинантных штаммов вируса оспы овец
Для определения стабильности полученных рекомбинантных штаммов проводили пять последовательных пассажей для каждого рекомбинантного вируса. На первом и пятом пассажных уровнях проводили ПЦР анализ по определению структуры локуса и наличию в вирусном геноме целевого гена. Результаты приведены на рисунках 23-28.
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А – анализ на наличие целевого гена omp19 в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, 
ПК – положительный контроль

Рисунок 23 – Результаты ПЦР анализа рекомбинантного вируса rSPPV(TK-)omp19 
(клон 42С5) при определении стабильности 
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А – анализ на наличие целевого химерного гена omp19/sodC в вирусном геноме, Б – анализ структуры локуса ТК, ПК – положительный контроль

Рисунок 24 – Результаты ПЦР анализа рекомбинантного вируса 
rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35B5) при определении стабильности
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М – маркер длины ДНК; 1,4,7,10 – клон 81B2; 2,5,8,11 – клон 81C2; 3,6,9,12 – клон 81D4; 
1,2,3,7,8,9 – первый пассаж; 4,5,6,10,11,12 – пятый пассаж; 
PC – положительный контроль (плазмидная ДНК)

Рисунок 25 – Результаты ПЦР анализа рекомбинантного вируса rSPPV(TK-)sodC при определении стабильности

[image: ]
М – маркер длины ДНК; 1,4 – клон 88A3; 2,5 – клон 88B1; 3,6 – клон 88B2; А – первый пассаж; Б – пятый пассаж; PC – положительный контроль (плазмидная ДНК)

Рисунок 26 – Результаты ПЦР анализа рекомбинантного вируса rSPPV(TK-)omp25 при определении стабильности
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М – маркер длины ДНК; 1,4 – клон 90A1; 2,5 – клон 93D7; 3,6 – клон 93G7; А – первый пассаж; Б – пятый пассаж; PC – положительный контроль (плазмидная ДНК)

Рисунок 27 – Результаты ПЦР анализа рекомбинантного вируса rSPPV(TK-)omp16 при определении стабильности
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М – маркер длины ДНК; 1,4,7,10 – клон 96A2; 2,5,8,11 – клон 96B2; 3,6,9,12 – клон 96B4; 
1,2,3,7,8,9 – первый пассаж; 4,5,6,10,11,12 – пятый пассаж; PC – положительный контроль (плазмидная ДНК)

Рисунок 28 – Результаты ПЦР анализа рекомбинантного вируса rSPPV(TK-)IalB при определении стабильности

Как видно из рисунков 23-28 все полученные рекомбинантные вирусы остаются генетически стабильными на протяжении пяти последовательных пассажей (срок наблюдения) в культуре клеток ТЯ. 

[bookmark: _Toc54796646]3.3 Оценка уровня активации гуморального и клеточного звеньев иммунитета мышей, иммунизированных рекомбинантными штаммами вируса оспы овец
На первом этапе уровень гуморального и клеточного иммунитета был определен у мышей, иммунизированных двукратно вирусом rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35B5) или с использованием смеси белков omp19/sodC для бустерной иммнунизации. Затем для иммунизации мышей была использована смесь четырех вирусов, экспрессирующих белки omp19/sodC, omp16, omp25, IalB и смесь этих же бактериально-экспрессированных белков.
Оценку уровня гуморального иммунного ответа проводили методом иммуноферментного анализа. Установлено, что выраженный гуморальный иммунный ответ формируется при использовании гетерологичной схемы прайм-бустер иммунизации (таблица 4). При этом уровни антител к экспрессируемым белкам определяются как вводимой дозой, так и антигенными свойствами белка. Наиболее высокий уровень антител отмечен для Cu-Zn супероксиддисмутазы.
Активацию клеточного иммунного ответа оценивали по уровню синтеза интерферона-гамма в ELISPOT. Установлено, что рекомбинантные вирусы оспы овец наряду с гуморальным иммунным ответом эффективно индуцируют Th1 иммунный ответ. Стимуляция спленоцитов смесью рекомбинантных белков бруцеллы или убитыми нагреванием клетками B. abortus S19 значительно увеличивает количество Т-клеток, продуцирующих IFN-γ мышей иммунизированных рекомбинантными вирусами оспы овец (рисунок 29).
Таблица 4 – Уровень антител в сыворотках крови мышей, иммунизированных рекомбинантными вирусами оспы овец (обратные значения титров в ИФА) 
	Иммунизация
	Титр антител к белкам

	
	Omp16
	Omp19
	Omp25
	L7/L12
	sodC
	IalB

	Опыт 1

	РВ(106ТЦД50)/Б (20 мкг)
	-
	160
	-
	-
	2560
	-

	РВ(106ТЦД50)/ РВ(106ТЦД50)
	-
	<40
	-
	-
	80
	-

	B.melitensis Rev1 (105 клеток)
	-
	<40
	-
	-
	40
	-

	Опыт 2

	PВ(105ЦД50)/Б (6 мкг)
	<20
	<20
	<20
	<20
	80
	<20

	Б(6 мкг)/РВ(105ЦД50)
	1280
	<20
	1280
	640
	2560
	1280

	PBS
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20

	B. abortus S19 (105 клеток)
	<20
	<20
	<20
	<20
	40
	<20

	Примечания 
РВ – смесь рекомбинантных вирусов;
Б – смесь белков 
PBS – фосфатно-буферный солевой раствор 
«-» – исследования не проводились
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Ось Х – прайм-бустер иммунизация: PBS – фосфатно-буферный солевой раствор, V/P – смесь вирусов(прайм)/смесь белков (бустер), P/V – смесь белков(прайм)/смесь вирусов(бустер), B.a. - B. abortus штамм S19; митогены: RPMI – питательная среда RPMI1640 (не стимулированный контроль), P mix – смесь рекомбинантных белков, B.a. – единый бруцеллезный антиген, инактивированный кипячением, 
Lectin – фитогемагглютинин (положительный контроль). Статистический анализ проводили с использованием двухфакторного дисперсионного анализа с последующим тестом множественных сравнений Tukey's. Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение. **** P <0,0001, ** P <0,01.

Рисунок 29 – Уровень синтеза INFγ в ELISPOT

[bookmark: _Toc54796647]3.4 Изучение протективности полученных штаммов на лабораторных животных
Протективность (иммуногенная эффективность) рекомбинантных вирусов оспы овец rSPPV(TK-)omp19/sodC, SPPV(TK-)OMP16, SPPV(TK-)OMP25, SPPV(TK-)IalB была оценена по степени обсемененности селезенки. Индекс иммуногенности рассчитывали, как указано в п.2.17. Установлено, гетерологичная прайм-бустер иммунизация мышей смесью рекомбинантых вирусов оспы овец и рекомбинантными белками обеспечивала высокую степень защиты мышей от заражения вирулентным штаммом В. abortus 544, сопоставимую с коммерческой живой вакциной из штамма В. abortus S19 (таблица 5, рисунок 30). 

Таблица 5 – Определение иммуногенной эффективности (протективности) рекомбинантных вирусов оспы овец
	Прайм/бустер иммунизация
	Номер животного
	Общее микробное число (X)
	Индекс иммуногенности (Y)
	µ*
	σ**

	-/B. abortus (105 клеток)
	1
	675
	2,38
	2,49
	0,10

	
	2
	1000
	2,52
	
	

	
	3
	1500
	2,67
	
	

	
	4
	750
	2,42
	
	

	
	5
	825
	2,45
	
	

	
	6
	925
	2,49
	
	

	PBS/PBS
(контроль)
	7
	262500
	4,69
	4,55
	0,32

	
	8
	167500
	4,51
	
	

	
	9
	280000
	4,71
	
	

	
	10
	302500
	4,74
	
	

	
	11
	292500
	4,73
	
	

	
	12
	37750
	3,92
	
	

	PВ(105ТЦД50)/Б (6 мкг)
	13
	5250
	3,15
	3,38
	0,30

	
	14
	7250
	3,27
	
	

	
	15
	7750
	3,30
	
	

	
	16
	8750
	3,35
	
	

	
	17
	6275
	3,22
	
	

	
	18
	43750
	3,97
	
	

	Б(6 мкг)/РВ(105ТЦД50)
	19
	6250
	3,22
	3,20
	0,05

	
	20
	5250
	3,15
	
	

	
	21
	5375
	3,16
	
	

	
	22
	6975
	3,26
	
	

	Примечания
РВ – смесь рекомбинантных вирусов;
Б – смесь белков 
PBS – фосфатно-буферный солевой раствор
* – среднее арифметическое Y 
** – стандартное отклонение



[image: ]
прайм-бустер иммунизация: PBS – фосфатно-буферный солевой раствор, V/P – смесь вирусов(прайм)/смесь белков (бустер), P/V – смесь белков(прайм)/смесь вирусов(бустер), B.a. - B. abortus штамм S19 
**** P <0,0001 по сравнению с группами отрицательного контроля. Статистический анализ проводили с использованием однофакторного дисперсионного анализа с последующим тестом множественных сравнений Tukey's.

Рисунок 30 – Определение иммуногенной эффективности 
рекомбинантных вирусов оспы овец
[bookmark: _Toc403067507]
Таким образом, рекомбинантные вирусы оспы овец, экспрессирующие иммуногенные белки бруцелл, активируют в организме животных клеточный и гуморальный иммунный ответ и обеспечивают защиту животных от заражения вирулентным штаммом B.abortus 544, сопоставимую с вакциной S19.


[bookmark: _Toc54796648]4 Обобщение и обсуждение результатов
Одним из важных достижений технологии рекомбинантых ДНК является возможность интеграции чужеродных генов в вирусные геномы. Это позволяет использовать вирусы в качестве векторов для доставки антигенов. Одним из первых вирусов, на примере которого была показана возможность такой замены без потери жизнеспособности рекомбинантного вируса, был вирус осповакцины. В настоящее время в качестве векторов используют также вирус гриппа, аденовирусы и др. Потенциальными векторами являются многие ДНК-содержащие вирусы, реплицирующиеся в ядре или цитоплазме. Первые во многих случаях могут быть интегрированы в клеточную ДНК, что может привести к персистенции вируса и клеточной трансформации. Этот факт – хороший аргумент в пользу выбора «цитоплазматических» вирусов, таких как поксвирусы, которые являются наиболее крупными вирусами животных. 
В рамках данного проекта были получены рекомбинантные вирусы оспы овец, в геном которых интегрированы гены, кодирующие протективные белки бруцелл. В работе были использованы аттенуированный вирус оспы овец, штамм НИСХИ, который длительное время используется для изготовления живой вакцины и рекомбинантный вирус оспы овец SPPV(TK-)EGFP, экспрессирующий зеленый флуоресцентный белок. Так же в качестве альтернативы был рассмотрен аттенуированный вакцинный вирус нодулярного дерматита Neethling-RIBSP. Выбор протективных белков бруцелл основан на литературных данных, а также на результатах исследований, полученных учеными НИИПББ. 
На первом этапе реализации проекта были сконструированы плазмиды интеграции pIN-TK-omp16, pIN-TK-omp19, pIN-TK-omp25, pIN-TK-SOD, pIN-TK-L7/L12, pIN-TK-IalB. Данные плазмиды обеспечивали интеграцию в вирусный геном одного из целевых генов. Увеличение количества чужеродных генов, переносимых одним рекомбинантным вирусом, может повысить эффективность вакцинации, делая рекомбинантные вакцины более похожими на традиционные вакцины, которые обычно содержат набор антигенов. Следовательно, множественная экспрессия чужеродных генов одним вектором может обеспечить более высокую защиту. В связи с этим была получена конструкция pIN-TK-omp19/SOD, включающая химерный ген, кодирующий фрагменты белков omp19 и SOD соединенные линкером G4S2. Корректность экспрессирующих кассет интегративных векторов была подтверждена как секвенированием, так и транзиентной экспрессией целевых белков в инфицированной вирусом культуре клеток через 48 часов после трансфекции. 
Методом гомологичной рекомбинации генома вируса оспы овец нами получены рекомбинантные вирусы rSPPV(TK-)omp19 (клон 42С5), rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35В5), rSPPV(TK-)omp16 (клоны 90A1, 93D7 и 93G7), rSPPV(TK-)omp25 (клоны 88A3, 88B1 и 88B2), rSPPV(TK-)SOD (клоны 81B2, 81C2 и 81D4), rSPPV(TK-)IalB (клоны 96A2, 96B2 и 96B4), в геном которых были интегрированы гены, кодирующие антигенные белки бруцелл. Рекомбинантные вирусы сохраняли генетическую стабильность в течение пяти последовательных пассажей (срок наблюдения) в культуре клеток ТЯ. Рекомбинантные вирусы были депонированы в Коллекции микроорганизмов НИИПББ КН МОН РК (приложение Г). Подана заявка на изобретение (приложение Б).
В процессе выполнения поставленных задач нами был оптимизирован способ получения рекомбинантных вирусов. Было установлено, что использование в качестве исходного (родительского) вируса SPPV(TK-)EGFP существенно сокращает количество раундов клонирования при отборе рекомбинантов. Бляшки, формируемые исходным вирусом, флуоресцируют зеленым светом, тогда как получаемые на его основе рекомбинанты формируют не флуоресцирующие бляшки. Так, если для получения рекомбинантов на основе вируса оспы НИСХИ требовалось от 5 до 10 и более раундов клонирования, то при использовании SPPV(TK-)EGFP выделить генетически гомогенные рекомбинанты удавалось за 2-3 раунда клонирования. 
Полученные рекомбинантные вирусы оспы овец эффективно экспрессировали встроенные гены как на транскрипционном, так и на трансляционном уровне in vitro. Специфичность экспрессируемых антигенов была подтверждена методом вестерн блота. В пермиссивных клетках уровень экспрессии целевых белков был существенно выше. Следует отметить, что наличие экспрессии в не пермиссивных клетках дает возможность использовать рекомбинантные вирусы оспы овец в качестве не репликативных векторов для разработки ветеринарных вакцин. На примере вируса rSPPV(TK-)omp25 дана количественная оценка уровня экспрессии целевого белка. Установлено, что 1 ТЦД50 рекомбинантного вируса обеспечивала экспрессию около 120 фг целевого антигена через 24 часа после инфицирования пермиссивных клеток. Таким образом, можно предположить, что для обеспечения доставки 10 мкг целевого антигена потребуется введение 108 ТЦД50 рекомбинантного вируса. 
Иммуногенность полученных рекомбинантнов оценивали на мышах. Следует отметить, что мыши не восприимчивы к вирусу оспы овец. И в данном случае мы оценивали рекомбинантные вирусы как не реплицируемые вакцинные векторы. Для усиления их иммуногенности была использована стратегия ревакцинации. В большинстве клинических испытаний доставка антигенов поксвирусным вектором используют в сочетании с другими видами доставки (другой вектор, ДНК-вакцина или рекомбинантные белки). При этом установлено, что использование поксвируса в качестве бустерного компонента приводит к увеличению величины антиген-специфичных Т-клеточных ответов; тогда как при использовании в качестве праймирующего компонента в комбинации с белком плюс адъювантом приводит к усилению ответов В-клеток и запуска эффективных ответов антител на чужеродный антиген [61]. Полученные в ходе реализации проекта рекомбинантные каприпоксвирусы индуцировали выраженный гуморальный иммунный ответ при использовании гетерологичной схемы прайм-бустер иммунизации. При этом уровни антител к экспрессируемым белкам определяются как вводимой дозой, так и антигенными свойствами белка. Наиболее высокий уровень антител отмечен для Cu-Zn супероксиддисмутазы. Наряду с гуморальным иммунным ответом рекомбинантные вирусы эффективно индуцировали Th1 иммунный ответ.
Контрольное заражение мышей, иммунизированных рекомбинантными вирусами в соче6тании с рекомбинантными адъювантированными белками, вирулентным штаммом B.abortus 544 обеспечивают защиту от заражения, сопоставимую с вакциной S19.
Запланированные исследования выполнены в полном объеме. Работы в данном направлении следует продолжить. Исследования должны быть направлены на совершенствование самого каприпоксвирусного вектора направленного на повышение иммуногенности и увеличения количества сайтов встраивания чужеродных генов. При разработке векторной вакцины против бруцеллеза следует встроить все целевые белки в один вирус. Экспрессия нескольких чужеродных генов одним вирусом повысит эффективность вакцинации и обеспечит более высокую защиту от заражения.
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На основании результатов проведенных исследований можно сделать следующие выводы:
1. Получены 7 генетических конструкций для интеграции в геном вируса оспы овец генов Brucella spp.: pIN-TK-omp16, pIN-TK-omp19, pIN-TK-omp25, pIN-TK-SOD, pIN-TK-L7/L12, pIN-TK-IalB и pIN-TK-omp19&SOD. Корректность экспрессионных кассет в плазмидах интеграции подтверждена транзиентной экспрессией в поксвирусной системе.
2. Получены генетически стабильные рекомбинантные вирусы оспы овец rSPPV(TK-)omp19 (клон 42С5), rSPPV(TK-)omp19/sodC (клон 35В5), rSPPV(TK-)omp16 (клоны 90A1, 93D7 и 93G7), rSPPV(TK-)omp25 (клоны 88A3, 88B1 и 88B2), rSPPV(TK-)SOD (клоны 81B2, 81C2 и 81D4), rSPPV(TK-)IalB (клоны 96A2, 96B2 и 96B4). Вирусы депонированы в Коллекции микроорганизмов НИИПББ КН МОН РК.
3. Установлено, что все рекомбинантные вирусы экспрессируют встроенный целевой ген in vitro (в культуре клеток) и in vivo (в организме мышей). Экспрессия целевых генов в как в пермиссивных, так и не пермиссивных клетках дает возможность использовать полученные вирусы для разработки не только репликативных, но и не репликативных векторных вакцин. 
4. Иммунизация мышей рекомбинантными вирусами активировала как гуморальный, так и клеточный Th1 иммунный ответ. Уровни антител к экспрессируемым белкам определяются как вводимой дозой, так и антигенными свойствами белка. Наиболее высокий уровень антител отмечен для Cu-Zn супероксиддисмутазы.
5 Иммунизация мышей рекомбинантными вирусами оспы овец, экспрессирующими антигены бруцелл, обеспечивала статистически значимое снижение уровня обсеменённости селезенки после контрольного заражения, сравнимое с вакцинным штаммом B. abortus S19. 
Запланированные работы выполнены в полном объеме на высоком научно-техническом уровне. Опубликовано 3 статьи в изданиях, рекомендованных ККСОН МОН РК, 2 статьи в рецензируемых журналах базы данных Scopus, 1 тезис в материалах международной конференции, получен 1 патент на изобретение и подана 1 заявка на изобретение. Рекомбинантные вирусы полученные в результате реализации проекта могут служить основой для разработки безопасных и эффективных средств профилактики бруцеллеза. Оптимизированный способ получения рекомбинантных вирусов оспы овец на основе штамма НИСХИ может быть использован для разработки поливалентных векторных вакцин для ветеринарии. 
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Паспорта на рекомбинантные белки

_________________________________________________________ЛМБГИ-НИИПББ
ПАСПОРТ 
Наименование продукта
Рекомбинантный белок L7/L12 Brucella spp.
Описание продукта 
Рекомбинантный белок L7/L12 Brucella spp. бактериально-экспрессированый в клетках E.coli T7, и очищенный методом металл-аффинной хроматографии.

Спецификация продукта
Тест                                              Характеристики
___________________________________________________________________________________________________________
Внешний вид (мутность)              прозрачный с легкой опалесценцией
Внешний вид (цвет)                      бесцветный
Внешний вид (форма)                  жидкая
Содержание белка                        208 мкг/мл
Объем                                            6,7 мл
Состав буфера                              20 мМ натрий-фосфатный буфер,300 мМ хлорид 
                                                        натрия, рН 7,4

Чистота                                          >90% в ПААГ-электрофорезе, размер белка 15,7 кDa 
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\2019 отчет\Презентация5.tif]
Стерильность                            стерилизация через фильтр с диаметром пор 0,22 мкм
Хранение                                    от -20 ° до -70 ° С. Избегать повторяющихся циклов 
                                                     замораживания-оттаивания.


_________________________________________________________ЛМБГИ-НИИПББ
ПАСПОРТ 
Наименование продукта
Рекомбинантный белок SOD Brucella spp.
Описание продукта 
Рекомбинантный белок SOD Brucella spp. бактериально-экспрессированый в клетках E.coli T7, и очищенный методом металл-аффинной хроматографии.

Спецификация продукта
Тест                                              Характеристики
__________________________________________________________________________________________________________
Внешний вид (мутность)            прозрачный с легкой опалесценцией
Внешний вид (цвет)                   бесцветный
Внешний вид (форма)               жидкая
Содержание белка                    362,2 мкг/мл
Объем                                         27 мл
Состав буфера                           20 мМ натрий-фосфатный буфер,300 мМ хлорид 
                                                     натрия, 4 М мочевина, рН 7,4
Чистота                                       >90% в ПААГ-электрофорезе, размер белка 20 кDa
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\2019 отчет\Презентация3.tif]
Стерильность                            стерилизация через фильтр с диаметром пор 0,22 мкм
Хранение                                    от -20 ° до -70 ° С. Избегать повторяющихся циклов
                                                     замораживания-оттаивания




_____________________________________________________ЛМБГИ-НИИПББ
ПАСПОРТ 
Наименование продукта
Рекомбинантный белок Omp16 Brucella spp.
Описание продукта 
Рекомбинантный белок Omp16 Brucella spp. бактериально-экспрессированый в клетках E.coli T7, и очищенный методом металл-аффинной хроматографии.

Спецификация продукта
Тест                                              Характеристики
__________________________________________________________________________________________________________
Внешний вид (мутность)            прозрачный с легкой опалесценцией
Внешний вид (цвет)                   бесцветный
Внешний вид (форма)               жидкая
Содержание белка                    311,2 мкг/мл
Объем                                         11 мл
Состав буфера                           20 мМ натрий-фосфатный буфер,300 мМ хлорид 
                                                     натрия, 4 М мочевина, рН 7,4
Чистота                                       >95% в ПААГ-электрофорезе, размер белка 19 кDa
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\2019 отчет\Презентация4.tif]
Стерильность                            стерилизация через фильтр с диаметром пор 0,22 мкм
Хранение                                    от -20 ° до -70 ° С. Избегать повторяющихся циклов
                                                     замораживания-оттаивания


_________________________________________________________ЛМБГИ-НИИПББ
ПАСПОРТ 
Наименование продукта
Рекомбинантный белок Omp19 Brucella spp.
Описание продукта 
Рекомбинантный белок Omp19 Brucella spp. бактериально-экспрессированый в клетках E.coli T7, и очищенный методом металл-аффинной хроматографии.

Спецификация продукта
Тест                                              Характеристики
__________________________________________________________________________________________________________
Внешний вид (мутность)            прозрачный с легкой опалесценцией
Внешний вид (цвет)                   бесцветный
Внешний вид (форма)               жидкая
Содержание белка                    335,2 мкг/мл
Объем                                         23 мл
Состав буфера                           20 мМ натрий-фосфатный буфер,300 мМ хлорид 
                                                     натрия, рН 7,4
Чистота                                       >90% в ПААГ-электрофорезе, размер белка 20 кDa
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\2019 отчет\Презентация6.tif]
Стерильность                            стерилизация через фильтр с диаметром пор 0,22 мкм
Хранение                                    от -20 ° до -70 ° С. Избегать повторяющихся циклов
                                                     замораживания-оттаивания


_________________________________________________________ЛМБГИ-НИИПББ
ПАСПОРТ 
Наименование продукта
Рекомбинантный белок Omp25 Brucella spp.
Описание продукта 
Рекомбинантный белок Omp25 Brucella spp. бактериально-экспрессированый в клетках E.coli ER2566, и очищенный методом металл-аффинной хроматографии.

Спецификация продукта
Тест                                              Характеристики
__________________________________________________________________________________________________________
Внешний вид (мутность)            прозрачный с легкой опалесценцией
Внешний вид (цвет)                   бесцветный
Внешний вид (форма)               жидкая
Содержание белка                    212,6 мкг/мл
Объем                                         23 мл
Состав буфера                           20 мМ натрий-фосфатный буфер,300 мМ хлорид 
                                                     натрия, 4 М мочевина, рН 7,4
Чистота                                       >90% в ПААГ-электрофорезе, размер белка 21 кDa
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\2019 отчет\Презентация2.tif]
Стерильность                            стерилизация через фильтр с диаметром пор 0,22 мкм
Хранение                                    от -20 ° до -70 ° С. Избегать повторяющихся циклов
                                                     замораживания-оттаивания


_________________________________________________________ЛМБГИ-НИИПББ
ПАСПОРТ 
Наименование продукта
Рекомбинантный белок IalB Brucella spp.
Описание продукта 
Рекомбинантный белок IalB Brucella spp. бактериально-экспрессированый в клетках E.coli ER2566, и очищенный методом металл-аффинной хроматографии.

Спецификация продукта
Тест                                              Характеристики
__________________________________________________________________________________________________________
Внешний вид (мутность)            прозрачный с легкой опалесценцией
Внешний вид (цвет)                   бесцветный
Внешний вид (форма)               жидкая
Содержание белка                     300 мкг/мл
Объем                                         50 мл
Состав буфера                           20 мМ натрий-фосфатный буфер,300 мМ хлорид 
                                                     натрия, 4 М мочевина, рН 7,4
Чистота                                       >90% в ПААГ-электрофорезе, размер белка 23 кDa
[image: C:\Documents and Settings\Ольга\Рабочий стол\КП_2019_РШ_финальн\Презентация1.tif]
Стерильность                            стерилизация через фильтр с диаметром пор 0,22 мкм
Хранение                                    от -20 ° до -70 ° С. Избегать повторяющихся циклов
                                                     замораживания-оттаивания


ТЯ	0	2	4	6	8	10	12	18	24	48	72	0	1.6729400086720381	1.3309400086720382	1.4169400086720381	1.7689400086720388	2.0239400086720383	1.8589400086720382	2.070940008672038	2.2659400086720383	2.8379400086720388	2.8119400086720376	L929	0	2	4	6	8	10	12	18	24	48	72	0	1.3919400086720382	1.5329400086720379	1.5329400086720379	1.7199400086720384	1.5479400086720387	1.3859400086720386	1.1739400086720382	1.1389400086720376	0.92494000867203796	1.0349400086720375	MDBK	0	2	4	6	8	10	12	18	24	48	72	0	1.1979400086720378	1.2979400086720381	1.3979400086720377	1.5159400086720383	1.6379400086720382	1.1779400086720386	0.95794000867203799	1.0379400086720376	1.1279400086720388	0.74794000867203736	Время, час

Копии/ТЦД50, lg


ТЯ	8	16	24	48	72	2.06	2.13	2.2200000000000002	2.39	2.72	L929	8	16	24	48	72	1.9	1.7	1.6	1.05	1.01	MDBK	8	16	24	48	72	1.63	1.57	1.92	2.0299999999999998	1.82	Время, час

Копии/ТЦД50, lg


ТЯ	8	16	24	48	72	0.95	1.35	1.81	2.16	2.19	L929	8	16	24	48	72	0.5	0.55000000000000004	0.52	0.55000000000000004	0.56000000000000005	MDBK	8	16	24	48	72	0.43	0.46	0.59	0.82	0.39	Время, час

Число копий/ТЦД50, lg

ТЯ	8	16	24	48	72	2.44	2.58	2.85	2.97	3.16	L929	8	16	24	48	72	1.1299999999999999	1.2	1.4	1.19	1.23	MDBK	8	16	24	48	72	1.71	1.4	1.1200000000000001	1.26	1.31	Время, час

Число копий/ТЦД50, lg

ТЯ	8	16	24	48	72	36.472561542648585	81.050136761441294	125.62771198023401	115.17651013467973	112.61703213168686	L929	8	16	24	48	72	21.328983358274023	38.392170044893241	36.259271709065843	31.993475037411038	27.727678365756233	MDBK	8	16	24	48	72	4.2657966716548046	8.5315933433096092	14.930288350791818	10.664491679137011	6.3986950074822078	Время культивирования,  ч

Белок, фг/ТЦД50
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1 tnmoducion

Vaccimation is an sfiective means of preventing the spread of in-
fecians digesses and can significently reduce the damsge remlting
fram their momeraus autbreske. Madsm vaccinalogy rives ta creste
‘mars advancsd, sfective, and safe vascines. New knowledge sbant the
features of mmune respanse formation upon the intraduction of an
infectious agent and the develapment of genstic engineering techrol-
gl éhiftthe emphasis toward the ues of key prateins of the pathagen
to develop safe druge. [n thi case, the aptimsl way ta present target
amiigens to cells of the fmmune system is o use viral vectors.

Herpesiruses (s <. 21, 2003; Takashims ot =, 200%), adsno-
viruses (Shiver st sl 2009; Muruve, 2004), retrairuses (Schuaniss
<51, 2003 llesias 451, 2005), and other types of viruses have besn
‘wsed a5 vectars along with poviruses [Carroll < 2, 1995, Eoyle 2t o,
2004 perrin = o, 2007)

Posviruses are wridely ueed s vectars prabably beceuse they passess
 mumber of fmpartant sdvantages aver other viruses, incuding the
large size of their viral genome (140-300 KE), which ic capable of
halding wp to 25 Kb of forelgn DNA. [Herchlindy and Moss, 1992);
apecifc paxvinas pramaters and transcription enzymes; abilty to re-
plicate in the cytaplasm of infected cells without iisgratian nto the
Post gename (Mckett =t 3, 1082); capability of presenting foreign

amiigens an the surface of infected cells which, in their tom, induces
cellar and homral immune respanses [Coupsr <t =1, 1066, Andrer
<51, 1989 and exceptionsl thermal stabifty.

The firet. recambinan. poxsirus was the vaccinia virus (srain
Capenhagen), which was enginesred to express rabiss virus surface
alycoprotsin (elancon <t 1, 1956) for use in the feld for oral vace-
tian of fases against.rabies n Central Burape (2rach er < 21 1991)
Due to the suscepuibility of people with weskened immunity to the
vaceinia vius [Rupprecht et 1, 2001),altemative safe viros vectars are
being saught worldwide. n sn sfart ta stablich ssfe virus vectars,
diffrent atrstegies have besn uesd, inchuding the development. of
highly attemuated vacaiia virs [ 6mes <t 31, 2011) and the use of
limited-hostrange virses [Cadoe < 5, 1097, Fries < o, 1096;
Starnard et al., 1908; Vinquea-Blomauit < al., 2002). The mast st
ient and ssfe passiruz vectars are characterized by an nsbility to
‘complte their replcation cycle but it an fmmune response thraugh
gene expression atan early stage of infection

“The Gapripaxvius gemus belongs to the Foxviidas family, and -
chudes three species: shesp pas virus, gast pas virss, and fompy din
disease virus, all of which cause infections i rominanis [Virve
Taxaomy, 2013).

Vaccines based an e ttenusted atrsins of capripasiruees (C3PVe)
have been used for many years in veterinary practice, and have
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emanstrated their safey, relabiliy, and abilty 1o induce longterm
protection. 1 should be noted that in 3 number of cases, auenusied
Tumpy skin disese virus vaccines have cavsed post-vsccination cam-
plicatians in 91295 of immunized snimale (2en-Cers <t o, 2015;
Kaicoulas < a1, 2015) Nevertheless, atienwated CaPYs have been
successfully veed as replicating vectars fo the development of bivalent
Vacnes for raminants (Romera =L =, 1995 Aspden e 2, 200 Bethe
etal, 2003; Wallace and Viljoen, 2005; So 2 o, 2010; Wallace 2t 3,
2020). The limited hast. range and nan-pathagenicity taward humsns
determines the high patentia af CaPs for use % nan-veplicating vac-
cine vactars [Tefer and Babiok, 2019; Aspdn a1, 2003; Shen 2t o,
2011). Nan-replcating vectors combine the safety of an inactivated
vaceine with the immunogenicity of a ive vaccine and sfectively ac-
tivate humarsl and celfular fmmnity.

Herein, e pravide. an averview of the develapment of capri-
‘oris-based vaccine vectors and discuss some of the recent sdvances
‘made with these virges snd future ressarch directians.

2 Gemeration of recombinant poxviruses
2.0, Methads o incorporating frelgn DA ints @ psvirus gename

Homalagans recombination remsing the mast widely ussd apprasch
1o insrting fareign DNA inta the pasvims gename. A schematic dis-
gram detailing the homalogous recombination of vial and plasmid
DA e shown in Fis 1. ntegrative vectar or viral DNA i transfecied
into parirusinfecied cell [ver <t 51, 1992). The falloing condi-
tioms should be abserved in constrcting an integraive vector. the in-
serian should nat disrupt viru replication in the cell s 3 result of the
nsertian site mar interfre with the fnctian af neighbaring genss; the
target gene along with s promater chould be flanked by DHA se-
quences fat feact 50, butdeally over 100 bp) where the target gene i to
b placed, and these are homalagous ta the nsertin site faund in the
virl genome to faciltate recombination (5 ick <t 1, 2010)

THe

Insartion vector

in vive
whvinus,

e s 21 (2020 160650

For efcient nserton of DNA fragmenis up to 25 kb in size nts the
vascinis virus gename, the in vitra methad of direct figation has besn
ussd (Merchlingky and Moss, 1992; Merchlindky <t 3l 1997). Viral
genome fragments generated by cloavage with restriction en-
damucleases at unique sies were ligaied with forign DNA. and trans-
fectsd inta cels that were infected with 3 conditionsl lethal helper
virss. Without special screening or selection, up ta 259% of plaques
contained the wirus with genomic insertions. When screening to select
recombinants was used, al plaques contained the virus with genomic
inserians. Despite its advantages (the abilty to insert. large DNA
fragments inta the viral genome and the exclusion of iniermediate
‘omstable recambinants), ths method s mot widely used becavse of the
aifficolis associated with manipulating large DA fragmenis and the
need for helper viruses

A methad far rapid and sficient sditing of the vaccinia virus
ename using the CRISPR/Cax9 system was propased by Yuan et =1
(2015). 1t has besn demonatrated that the guide RNAbassd Caed
System greatly increases the effciency of generating mutant vaccinia
virsses withaut evident. offtarget ffecs on the vaccinia virus gename.
This ystem can slza be ussd ta sfficiently enginesr twa virs gene
‘multaneausly (Yu=n et 51, 2015). This approach is ikely to have 3
gificant impact an the applcation of paxyirases & vaccine vectare in
fotur.

22 Sites for inserion ef foaign ONA int the poxvirus gename

‘The thymidine inase gene was ane f the first genes veed for in-
sertonal mutageness. Dubke 2nd it (196%) described the natural
emergence of vaccinia viruz mutan deficent n thymidine kinsse (7K)
Sctivity and 3 method far the selectian of TK-negative mutants usng 5-
broma.2"deaxyuridine [BUdR). Localiation of the T gene in the viral
gename (viei <t a1, 1952) made the incorporatian of forign genes
pssble, s well a the biochemical selction of recombinants based an
their Tinegaive phenatype or by other screening methods (274 2nd
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by, 2004). The TK gene has predaminanly been the site o faregn
gene inserian inta the capripasvinss gename (L1 <t =, 2019). Haw-
aver,the T geme is cssential for some poxviruses (15l ace and Viljoen,
2007). Due to.this, aliemative sites have been tesied for the in-
camparatian af hetsralagaus DA fnta the paxvirs genome (7351: 1)

‘Genes that ae ot sssential for ira replication have been evaluated
s nserion sites. tn ddition, forelgn sequences have been inserted nto
immunomadulatary genss. Knackant. of these genss resulted in sddi-
tional suenuation of the yiral vector and/or an increse in m-
‘munagenicity (2uller = a1, 1995, Les <t 51, 199% Ren <t al, 2015;
Zhang et =1, 2015). ( was faund that the pasitian af the nsertion site in
the viral genome aso affects the expression level of the foregn gene
uring viral infection (Couper <51, 2000)

23 Exprassion cffareign geres: promoters and wrminators

Poxviruses replcate i the cytoplasm and use their owm transerip-
tian systems (viner <t 51, 1090). tn this camiest and regarding the
‘xpressan of fareign genes, the apen readin frame shauld be under the.
cantral af the paxvirue pramater and terminstar Paxyiruz genss and
their promaters can be classifed a early, intermediate, and late de-
pending an the time of their expression during pavius infectian
(gbine <t 51, 2005 Yang <t AL, 2010), Same pramaters have bath
early and lte lements,praviding contimuaus gene expression (57015,
2003). Among the most commanly vsed promoters for the expresson of
foreign genes re the sarly/late pramater p7.SK [Cochran <t oI, 1995)
and ate promater pA1 (2ertholet <1, 1995) of the vaccima vinss The.
7.5 pramater i taken sz 3 standard when searching far new ar apti-
mizing essing pramters (2o < 21, 2010; Crubu <t 51, 2012)

n addition ta the matural promatersof the vaceini virus,synihetic
Fromoters have been develaped for the sarly/late (Chakrabart <t o,
1597) and late (Davisor and Hoss, 1990) expressian of foreig genss. [t
has been shaw tha the passirus promaters are genetically conserved,
and exogenous powvinus pramaters can be sed for recombination. For
xample, the 7.5 promatsr of vacinia virz was ueed for transgens
xpression in the ol pos virus (FPY). Transcription in FPY was in-
itsd at the early and late slementz af the promater and conchided
with 3 termination sequence similar o that of 7.5 in vaccinia virus,
resuling in production of the same transgene [Frideau <t a1, 1990;
Tripathy and Yeiuck, 1990). The choice and aptmization of the

Fromoter is one of the main stages in the develapment of vector vac-
cines and enhancement of ther fmmunageniciy [41h:rbi, 2019). The
oramater determines the time and level of gene expressan. Far in-
stance, if pratein expression i required prior to manifstation of the
Gytapathic sffect af viruees in the cell manalsyer, sarly pramaters
hauld be used. Strang lats promaters pravide the highest level of exc
pression (Davison and Mo, 109

n vaccinia virus, the signsl fr trangcriptian terminatan of early
genes S TTTTTNT where N is any mucleotide) and directly fallows the
‘open reading frame (¥uen and o, 1067). n this case, terminatian
ccurs heterogeneausly sppraximately 30-50 nt davmsiream of the.
Signal. The signal sequences of terminatian for intermediate and late
genes are extremely heterageneous, and their exact locatian has not
been determined (Xians <t =, 2000). Nevertheless, there i an active
‘mechanism for the induction of transcrptian. termination for inter-
‘mediate and late genes [Condit nd fils, 2007)

For the regulation of recombinant protsin < xpression, the presence
of strt and stap codans in the mENA sequence i fmportant. [n mast
s, the ATG codan is the translatian mitiation signsl. The stap co-
dons are TAA, TAG, snd TGA, which are umiversal for simost al ar-
ganiems

2.4 Methods for e selction of recambinant viruses

The hamalagaus recambinatian rate is sppraximately 0.1%, snd
thatallows for screening of viral plaguss by DNA hybridization or ac-
cording 1o the target gene ecpression product (Piccini <t =1, 1957).
Nevertholss, having additional methods for selection and sereening
an spesd up the pracess of selecting recombinantz. A mumber of
‘methads have been developed to select 3 hamogeneous pool of re-
‘combinanis free of the parent virus. For example, when fareign genes
are insened inta the T lacus, the recombinant viruse can be selected
ccarding ta their Tinegative phenatyp in & Tk-negative cel line in
the presence of S-broma. 2"dsaxyuridine (BUAR) (Mcket: o1, 1954)
Afer phasphary tian by thymidine kinass, BUR ie sbl ta integrate
i the DNA malecule instead of thymine, and thi reslis n the for-
mation of nam-infectioue viral particles (eterbrook and Davern,
1063). perus <t o1, 1055 roposed a system for seecting recombinant
vascinia virsses abisined an the bsis of the canditianally lethal (hozt
rangs) mutamt vP233. The deletian mutant vP293 iz capsble of
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replicatio in primary fbrablasts of chicken embryas and e morkey
el lines (BSC4D and Vera), but is defective in replcation n the
uman cell line MRC-S. (nsertion of the K1L gens inta +P293 restared
s ability 1o grow in MRC cell [Perus = 1, 1999). nisgratian
plasmid DNAS cantaining bath the farsign snd KIL gene enaure ane-
step cloming and expression of any Larget gene by in viva recambinatian
with V203 in MRCS cells (ver <t =1, 1959). The selection of re-
combinant. yiruses based on the abilty to form plagues in 3 cell
manalayer was prapased by &lacco <nd bz (1995). T abtsin re-
‘combinant viruee, the suthars used & twa-campanent sytem: 3 mutant
vaccinia virus that doss ot form plaques and 2 plamid vector that
‘Smultancovsly inserts 2 foregn gene and restores 3 mutation in the
vaccinia virus genome. The mutant vaceinia viros vsed contains a de-
lesion of the 1537 gens encoding » 37 kDa protein campannt of the
uter envelaps of the virss, which snaures sfectve zpread af the virue
nto the cell manolayer and plague formatian. Phenotypic recombinant
selecrian based on viral plaque size was prapased by Rodrigues and
Eatchn (1969). They faund that insertion of the gens encading 3 viral
14 kD3 envelaps prateininta the vacciia virus genome resulied inthe
formatian of arge plaques by viruses that narmally form small plaguss.

“The selectian of recambinant. viruees can be carried aut using an-
biotics thatco-inegrate inta the viral gename smultaneousy with the
rget gene. [ has been chawn that neamycin (€rarke < o 1995),fost
ke mycophenalic acd (Fallner 2nd foss, 1993; Boyle and Coupar,
1555), blacks vaccinia virus replication in normal cell Hines. Expression
of the neomycin resistance gene ar ranthine-guanine phospharibasy!
transfrase (g allowed only recambinan. iruses to form plaguss in 3
selctive medium. These vectors allowed highilevel expression of target
forelgn genes and rapid constrction of recombinant virses, smpl-
fying the steps o cloning and islation.

Vieus! markers are slen used ta select recombinant paxvinuces
mang them is the beta-galacosidase gene, the expressian of which s
ccampsnied by blue stsining of virus plaquss in the presence of 5
broma-t-chlara--indalyl--D-galsctopyranaiide  Ogal) (eanical
<051, 1956); the beta-glocuronidase gene farms colored or foarsscent
productz depending an the mbrste ussd in the scresming asay
[Carroll snd Moss, 1995). More recent studies have vsed green fluor-
cscent protein [GFP) from dequsrea victeria felyfeh a the basis for
etaction of recombinant viruses (5alace ard Viljoen, 2005; visllace
e, 2007)

When praducing recambinant viruss for vaccine develapment, the
gename of the viral vector should ot camiain amibiatic Tesstance
enes or other selective markers. The methad of transient dominant
selectian was used to salve thi issue in the seletion of recombinant
virsses (5o lkrer and Hoss, 199). The selective marker xanthine-gua-
ning phasphoribosy! transferase was cloned auiside the viral nserian
segments, resultng in i lass sfer the remaval of selction pressure. A
schematic diagram of hamologous recambination of viral and plasmid
DA e presenied in fig. 2

“nather spprosch ta the remaval of slecive mrker genes i to vse
Stespeciic recombination of the genome. Dy <t =| (2015) sed the
re-LaxP aystem ta remave the enhanced GFP gene fram a recombinant.
virl genome. To abtain & marker-free vaceinia virs vector, Yoan <t
(2015) develuped marker gene sxcistan syatems ta madify the T snd
NIL genss uaing the Cre-Los? and FLPLFRET systems, respectively.
However, the highes eficiency [~905%) for generation of & marker-
gene pusitive Tk mutant vectar was achievsd uaing the CRISPR/Casd
System (fusn <51, 2015), Remaval of the slective markers from the
viral genome allows for intraducing multple site-direcied mutations
via numeraue sequentis recombination events using the same sppraach
for selecting recambinant virusss. Most mpartantly, thi atratsgy pre-
vents the emergence of new drug resitant micraorganisms.

3 Cuvently available vacein suains of CabVs

Undavbiedly, when crestng live mulialent vaccines 2 vectors, it

e s 21 (2020 160650

s most expadientto use viruses already being used a ive vaccines. The
enomes of the thres capripaxius species have high genstic homology
Crulman =t =, 2001, 2002). tn theary, ane suemuated capripasirus
Should smultancously protect against nfection of the sheep and goat
Po viruses 2 well 2 lompy sin dissase virus. Bowever, practice
Shows that ffective protection against lumpy skin discase infection is
chieved only when homalogous viruses are vsed [ber Gera <t 31,
2015; Hamdi <t 2, 2020). Sheeppo-derived vaccines have mot besn
effective as vaccines for ompy in discase virus, but some gaat pax
vaccines have been demanatrated to protect catl against lampy skin
disease in experimental vaccine trsls (Zhuguriccay o 51, 2070). A=
temusted capripayiruses are usd 5 live vaccies that pravids saund
rotectian under anmual vaceination (Ben-Cera <1, 2015). Autema-
tion af these vaccine siring was schieved thraugh mumeraus con-
secutive and imermittent passages in cell culture and developing
Chicken embryas, and its mechaiem has not yet been ehicidated
(55, 1969). In the Middle East, sheep and goat pax infections are
prevented by fmmunization with the Kenyan 0.230 and O-130 sirains,
Ramanian strain, and Yugoslavian RMES sirain of the sheep pos virus,
in Turkey, the Bakirkby shesp pax virus strin i used. Attemusted
‘Gorgan and Mysore goat pos virvs strin are used 1o prevent goat pax
mfectian (<iching, 2003). The vaccings for protecting cattle against
Tampy skin digesse e based an the lve-suenusted Nesthing hmpy
skin disease virus siain (Hunier and ¥l oce, 2001; Toppurainen <tal,
2017; Bl kenausy and ELTholoth, 2010). tn additian, high dosesof the
sheep pas virus vaccine arsine are ueed ta prevent, [ampy din dicesse.
(Davies, 1991; Brenner et al., 2000; Samasundaram, 2011; Abutarbuch,
2012, Catle are immunized with the Yugoslavian RMGS sheep pa
virus strain in tenfold doses throughaut the Middle East (Een Cers
<05l 2015). tn Bgyp, the Ramnian and Kenyan sheep pax virue
araing are e (Tuppurainen nd Oirs, 2014). The Bskirky chesp pax
virus stain is vsed in Torkey in 3-3-0ld doses to prevent lampy skin
disease (Tuppurainen and Oura, 2014)

n Kaaakhstan and same ather C(S corntrie, the NISKE shesp pas
virus aiain ic veed ta prevent sheep pax (Kurchenko <t 5l 1091,
Gusser <051, 1999) During an autbresk of lampy ekin disease n the
fiyrau region of the Republic of Kazakhstan, the lumpy skin disease.
viros was islated and attemuated by the clasical method of long-term
passaging in cell cultoe (Hissanava =t al, 2019 Orybayen <t al,
2020),

4. Recombinam capripoxviruses
41, Capripomsiruses s replating vaeing vecirs

Following the successfol productian and use of the recombinant
vaccinia virs (2lanco <t =1, 1956; Brochier et 51, 1991), recombinant
Capripasyiruses sxpressing fosian and hemagglutinin pratein genes of
Finderpest virue were abtafned (Fomer <t o, 1093, 1994, 1995). A
mgle immunizatian af catle with the recambinant vaccin pratacied
amimals against inderpest and lompy skin disesse (Fomero <t 31,
1695). Mareover, the vaccine aso protected goats against. peste des
Petitsruminants yirus infection (Formero <151, 1995). ALa latr time, &
seres of vaccines bsed an recambinant capripasyiruges sgainst rumi-
mant infecians wers abzined, uith the lumpy dkin dissac virus strsine
6.1 and Nesthling being maily vsed for ther development (1 < 31
2015). The recambinant vaccine based an the viru K5-1 expressing & ar
B genes of peste des petits ruminants virus protected agaimat lethal
peste des petits ruminants challenge (012la <t 1, 2002 Berhe <t 1,
2003). The blustangue virus antigens VE7, VP2, NS1, and NS3 were
ntegrated into the genome of the K51 virus, the resuling vaccines
Frovided parial protection against blustangue virus challenge i sheep.
and goats (s4ade 2vane <t oI, 1996; berrin <t a1, 2007). Panial pro-
tection agains bovine ephemeral fever viros [BEFY) infection in cattle
was providsd by 3 LSDV-BERY recombinant virse sipressing the
arucuural glycopratein gene of bavine ephemeral fever virus (¥isllace
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nd Viljoen, 2005). Bxpression of the Rif Valley fever virus pratins Gn
and G in K51 induced the farmtian of virue-neutralzing snibadies
and protectian against. Rif Valley fever virus in sheep (v#alce <t 31,
2007; So1 .51, 2019). The Neethlng lampy skin disease virus vaccine
arain, expressing rabies virue glycapratein <, induced high titers of
rabiss-viruementralizing anuibadiss in catle (hzpden <. 2, 2007)

A later stage, goat pox virus strain AVAT was developed 3 3
vectar (Chen et 51, 2010). Using this vector, recombinant viruses were
constructed expressing fusion and hemggutinin pratein gene of the
este des petts rominants virus [£akri <. 5, 2013, Zhang o5l 2015),
Polyprotein mP1-24 of the foatand-mauth disease virus (1a <t 51
2011, BGOS amtigen of Echinscoceus panulssus (L < 51, 2015), and
‘e membrane protein OMP25 of Srucela (Son <t 31, 2019).

42 Capripoxvirises as o eplicating vaccine vectors

Moat impartanily, the possibility of uaing the humpy lin dissase
virus 35 3 replication deficient vaccing vectar has been demonstrated
By using the rabie viru glycoprotsin as 3 madsl antigen, it was shawn
that recambinant. lumpy skin disease virs encoding the rabiss glyco-
protein (FLSDV-RG) was able to sxpres rabis glycoprotein in bath
permissive. (ruminan) and nanpermissive_(non-ruminant) el
Upden o0 51, 2002). Mice immuniaed with sLSDY.EG were protecied
againat an sggressive ntracranial rabiss viru chllenge (hzpden = <,
2002). Shen <t 5 (2011) canstrocied lumpy skin disease virus ex.
pressing HUY-1 subiype € Gag, reverse transcriptase (RT), Tat, and Nef
2 5 polyprotein (grtin) (1LSDV-grti). The rLSDY-grn vaceine was
fmmunogenic in mice, particulrly n prime boss regimen (Shen <t o
2011). Recombinant. capripovirus sLSDY-grun, in combination with
‘madified vaccinia virus Ankara (MV#), both xpressing genes from
HIY-1, was fmmunagenic in thesus macques, inducing high-magni-
tude, brosd, and balanced €04+ and C09+ T-cell respanses snd

transient activatian of the fmmune response (Evrgers ot a1, 2017).

4.3 improvemant of capripexvisus based voccing vectors

‘Gename sequencing of viralent snd stismusted strsing and changes
i the strocture of their genes have provided insights ino the possible
‘mechanisms for attenuation of poxsirases. These data can be used to
evelop mare sfficnt and ssfer vaccme vectors bassd an capri-
‘asviuses by targeted knockant of virlence factar genss. Ammatatian
af the poxvims genames revesled putative genes respansible far viru-
lence and pathageniciy [Toman <t =1, 2001, 2002). The functians of
some genss have been confirmed experimentally. Kelch e gene de-
Ieian of SPPY-019 has been shown to reduce the virslencs of patha-
geic shesp pox virus strain A [83/incky <051, 2007). Al lambs infected
vith the AKLP deletian matant survived whie the ariginal chesp pas
virss strain A caueed closs ta 1009% amimal martahty (2sincky <t 3l
2007). The pathogenic Warmbaths lompy skin disease virus srain was
attenvated by remaving 2 putative virskence factar gene L10-Hke)
wsing gene Imockout echmalogy (Eodhra <11, 2015). The recombinant
Tampy skin dicease virus WBBDSKO was safe, id . cause disease in
sheep and gasts, and pratected snimls sgsinet infectian with virulent
virgs srains [2achra 51, 015). AL the same time, lumpy skin disease
virgs WEDDSKO cansed severe postvaccinal resctions and febrik re-
pomees in catle [Kara <051, 2013). Severe post-vaccination reactions
in catle were alo caused by fmmurization with the recombinant
Tampy din dizesse viruz WEBOGKD abtsined by remaving ORED0G
interferon gamm receptor-ike gene) in the pathagenic Warmbaths
arsin (ora < 51, 2015). However, sfier challenge of mimals in-
oculted with knackaut canstrcts, na extemal clinica signs of hormpy
skin dissase were observed versue negative camirals (K7 < 51, 2015).

i atiemuated strai of gaat pox virus, GTPY.TK-ORF, was obtained
by deletion of the TK and ORFS13 genes, which do no afect
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replication and are swocisied with the virulence and im-
‘munomadlatory functions of the virus. The results of bath in iva and
i vitra experiments chawed that GTPY-TK-OR e saferthan the parent
virss GTPY.AYV4, demanstrates satisfatary immunogenicity, and can
oratsct gosts sgainat infectian vith the viralent virus GTPY-AYAD (Zhs
e, 2019)

Editing of the Capripswirus genome alang with atienuation can
increase the fmmunogenicity of the generated irus, which s of the
greatest interest (mmunamadulatory genes for vaccinia virus have
been identified, and  their remval remulis in an incresce in im-
‘munagenicity [Garcia-Amiaza and Bsichan, 2014; Shehelkunoy and
Shehelkunavs, 2020). Putative fmmunomadulstory genes have besn
identifed in the capripoxirus genome. The funcion of the GTPYIZ5.
gene has been evalvated experimentally. The GTPVIZS gene fan ar-
thalogue af vaccinia virus NI pratein) is @ putatve intracelular viru-
lence factar and inhibitor of NE-xB ctivation and spaptasie, A re-
combinant goat pos virus expressing peste des peits ruminants virvs
hemagglutinin was construcied vsing GTPYIZS a an fnserton site.
“This recombinant irus induced the praduction of neutraling anti-
badies n higher tters compared to that of the recambinant virus when
the T site s uaed for recambinatian (Zhins et 2, 2015,

S Conclusion

i this aricle, we described the development of capripaxyiruses a6
vestars far recambinant vaccinss. W beieve that capripasirus can
become a uiversal vectar for the development of multivalent vaccines
fa bath animals and umans. A question arises sbaut the chaice af
apripasyinss species and decisions elaing ta s safety. Almastal ive
vacines sgainst humpy shin dissise cauge post-vaccition camplica-
tians sccampanied by vial shedding. AL the same time, the sheep and
o3t pox iruses provide anly partial pratection of catle againt in-
fection with the ampy skin disease virus. n sddiion, same couniries
have a single endemic capriposirus nfection. The use of five vaccines
fram hetsralogaue viruess in such cauntres requires special suthar-
tion. Ta sddress this v, the crstian af an sttemustsd, replcation-
defctive mutant virue shauld be considered. The effsciveness o such
‘mutans has been demorsrated using the vaccima virus & an example.
“The mat pramising vial vestars far the deslapment of recombinant
vacines far humans sre NYVAC and MYA (Exi<ben, 2009). Withantthe
ability to complete the replication cyck, they induce the formation of
both humaral and cellulr fmmune Tesponses. MYA was atiemuated by
lang-term passsging; & 2 esul, i last sbaut 30 kb, mainly at the ends
af the vira gename, with muliple genes defted tht cavnteracted hast
fmmuns defense mechanisms [Anoine <t 1, 1996). NYVAC was gen-
eratsd by diected mutagenssi, resling in th knockaut of 13 apen
reading frames [Tarizglia i 31, 1992).

‘hen replication-deficent vil vestars re used, 3 sgnificant dose:
increase ar revaccimation is requied. However, the high im-
munagenicity of paxyiruses makes revaccination dificult. The im-
rovement of viral vectars is  secand important fine of research i this
area A mumber of strategies for mpraving vaccinia virs vectors were
outlined in 3 previous review [CarciaAmiaza and Estcban, 2012).
These spprosches can be ueed in the develapment of capripaxvirus
vectars. tn aur opinion, the mas promisng drection will be the search
for immunomadulatory genss, the deletion of which leads o increased
immunagenicity. n additian, succsss can be achieved by intraducing
genes encading cytakines (IL12, (18, and others) into the viral
genome.

‘The develapment of an efiecive capripoxvirus vectar s wel as
thei use in the design of palyvalent recombinant vaccines for animals
and humans will help maintain epidemiolagicl safety and lay the
foundation for a new sirategy for cambating infectious diseases in hu-
‘mans and arimals. e hope that with further research, the ful poten-
il o the e of capripaxises a vectors will be resifzed
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Genomic Sequence of the New Attenuated Vaccine Strain
Neethling-RIBSP of the Lumpy Skin Disease Virus
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4R R et o Bkl Sty Pible s SCAES R Chicy iy, Reguth: o Kazstatan
1 St Yy T Aganan et Banek Ky Reguic

BBt azath Kt Unwe i vty Reputhe o 5zatatan

SRSE Nanona e fo Borecnieiog,SC/MES X s Sutan epubic o azaititan

ABSTRACT W report here the draft genome sequence of the new attenuated
strain Neethling-RISSP of the lumpy skin discase virus obtained by sequential and
alternating passages in cell cuture and developing chicken embryos. Genome se-
cuencing allowed the identification of differentiation markers of the new strain.

umpy skin dissase is an infectious disease of viral etiology caused by a DNA-

containing virs of the Capripoxuius genus within the Poxiidae family (11 The only
way to successfully control disease is quick and efficent diagnasis followed by vacei-
nation. In Kazakhstan, the disease was first registered in 2016 in the Atyrau region (21
Sequential and alternating passages in various cell cultures and develaping chick
embryas of the virus isolated during the sbove-mentioned autbreak resulted in the
attenuated Neethling-RIBSP strain. Iniial, 49 passages were performed in lamb testi-
dle cellculture, followed by 5 passages in choricallantoic membranes of embryonated
chicken eggs and 33 passages in the MDBK cell ine. Studis have shawn that the new
strain has lost it vinulence, s harmless to cattle, and has pronounced immunogenic
propertis (31,

The arrent genome characterization wil allow us to better understand the atten-
Lation mechanism for abtaining vaccine srains and reveal mutations for their difer-
entiation from the ather strains. Here, we report a near-complete genome sequence of
the Neething:RIESP strain.

DNA was extracted from 3 virus purified on a stepwise sucrose density gradient of

4510 48 10 60% 4] using the DiNeasy blood and tissue kit 2501 Qagent following the Lo o

mnufacurespetocol Tha ey was prepard by s the Nextera XT DN Ibrary e s ot
reparaion k. Sedsning was parformed tsngthe MISed et HEvS (600 rcks) & vt oo naer 0

o the lumina Mikeq platiorm. Th aualyof equence vos asassd using FastQ. | JAierAC St oo
V1115 (5, Ganoma asembly vas parormed tsing SPAdes 313 6 Dol param.  Seses s s vy
sters vere used for all software unless othenwise specified. The BLAST program was HEHE O
s for comparativ dantcation o e cbtalned congs A toal of 7430 plrd | e e Mt
e 60 (2 300051 wae obraina, g e ssambly of Which 98 contics were e s et
Gbtained that ranged In sie flom 1000 to 146 153 bp (covrage. 2 10 5171 The  <onyao o comyeva st
longest contiqy with a coverage of 585, was identified as lumpy skin disease virus, SR
and the remaining contigs were assigned to 80s taurus. A pairwise comparison analysis A st
owad tha the e vaceng sin s 5956% dertical t the Kubash/KAZIG sl et s io £ Oystaes
The mising parts are 2143 bp long at beth the 5 and 3+ énds of the Genome  cweminer

compared to the reference genome. Comparative analysis of the sequence of the Recetved 10u 2020

Neathling-RIBSP vaccine stran and the Kubash/KAZ/16 strain (2015; GenBank 2ccession  pusionad s 20

number MN642592) detected 5 point substiutions and 4 insertions in the genome, as

Voluns 3 ks 26 en0araz0 Smr nasinog 1
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TABLE 1 Nucieotice modifications and their effects on the encoding sequence in Neethling RIBSP versus the feld srain Kubash/KAZI 18
GenBank accession number HN642592)

Geneor &0 Nucleoride modcstion Change n coding sequence
D Otion floss o 16 1 Premature stap codn 3 paskion 3%

17 LD 007 ta LD 008 nsertion 12 e, T}

oo Mutation substiutian € to 5 Glycine scystaine 3 pasiian 435

wais Daletion llss of 15 1) 633 delstion without aming acd changes at the breskpaint st posiian 141

1RLD 0I5 ta 1D 020
18 LD 019 ta LD 020

nsertion 1, T/
Delation llass of 11 my

sz Mutation substiution T 1o <1 Isalaucine ~thisonine st pasiian 330
Loas Mutation substutin € o T/ Alaning ~threonine at pastian 20
121 Mutation substitution § ta A1 Vslineicaleucine t pasition 36

1o 138 Mutation substution 5 G| No'amina scid substitutian

IRLD 130 ta LD 131
IRLD 0135 1010 136

nsertion 1 e, &)
nsertion 1 .2

I it o (0 garm vt

el as 3 lrge deletions a the gene locin LDOOY, LDO16, and the nancoding region)
(Table 11 The deleton i gene LDOO7 encoding an anyin repeat prtein, representeel
theloss of a fragment o 16 nuleotides (t resuting in 2 premature stop codon and.
hence. truncated protein. An 1-nt deleton in gene LDOT6, encoding an Iy domein
X2k protein, resulted in @ Gamin-acid (aa} deletion in comparison with the.
Kubash/KAZ/16 stain. The third celetion shawed the loss of 1 nuclsorides lacated in
2 hancading sequence enriched with thymine and adenine. The identifed deketions
found anly in the Neethling RSP stain con be used to differentate it flom other
vaccines (GenBonk accesion numbers KX764645 1, KX764643 1, and KX764644 1) and
virulent sains by sequencing and reaktime PR

Data availabilty. The genome sequience of the Kesthing-RBSP strain of the lumpy
skin isease vis has been deposited in Genank under accession number MT130502.
and the raw data have been submitted to the SRA under BioProjsct number
PRINAG1S775.
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HBCHOPT IJIa3sMHIbI

pIN-TK-L7/L12

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

Berpoenmsit ren: 7/L12

Pasnep resa: 459 bp

Tlokyc 1 Betpansarus:  Trvmmmmkarasa (TK), SPPV066

Basossiii BeKTOp: PIN-TK-SPPV (ampR)

Ilravns: E. coli TOP 10

CaffTel KTOHHPOBARHS: Neol-Bglll

Tlpmesanse: IIPOBEPATS CKESHHPOBAHHEM IOCIIE KAKOTO CYCKIOHHPOBAHHA H

1mara TpaHcOpMalHH

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

pIN-TK-L7/L12

Bolll (1170)

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

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

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

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

Berpoenmsi ren: IalB

Pasnep resa: 498 bp

Tokyc 11 Betpansarus:  Tavmammkarasa (TK), SPPV066

Basossiii BeKTOp: PIN-TK-SPPV (ampR)

Ilravos: E. coli TOP 10

Caiter k1ommposarms:  Neol-Notl

Tlpmvesanse: IIPOBEPATS CEKBSHHPOBAHHEM IOCIE KAKIOTO CYOKIOHHPOBAHHA H

mara Tpascopatn

BcoRIG)

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

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

PecTpHKITHOHHAA KapTa ILTa3MHIBI
M1 2

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

TToce10BaTeIbHOCTE BCTPOEHHOTIO I'eHa

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

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

Berpoenmsii ren:

Pasyiep rena:

ompl6
564 bp

Tlokyc 1 Betpansarus:  Tavmmmmkarasa (TK), SPPV066

Basossiii BeKTOp:
Ilravns:

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

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

APr,

P

Smatlss

BamHI(418)
KL

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

Fstrg7a)

NowrGus77)

PIN-TK-OMP16
4960 bp

sHinaut Gayaa)

PecTpukiuonHas KapTa IIa3MHIBL
M1 2

M-1kb mapkep
1- GasoBas mIa3MHAA

TToce0BaTeNEHOCTE BCTPOEHHOIO IF'eHa

COOTEETCTEHE

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

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

Betpoenmsii ren: ompl9

Pasnep resa: 561bp

Tokyc a1 etpansarus:  Tavmmmmkamasa (TK), SPPV066

Basossiii BeKTOp: PIN-TK-SPPV (ampR)

Ilravne: E. coli TOP 10

CafiTEl KIOHHPOBARHA: Neol-Bglll

Tlpmvesanse: IIPOBEPATS CKBCHHPOBAHHEM IOCTE KAKOTO CYOKIOHHPOBAHHA H

mara TpascopMatn

ZeoRIGeT)
APT “BamHI(418)
T®L

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

ORI P1G779)

sindm (72 KR

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

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

TToce10BaTeIbHOCTE BCTPOEHHOIO I'eHa

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

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

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

Betpoenmsii ren: SodC

Pasnep resa: 564 bp

Tokyc a1 etpansarus:  Tavmmmmkamasa (TK), SPPV066

Basossiii BeKTOp: PIN-TK-SPPV (ampR)

Ilravne: E. coli TOP 10

CafiTEl KIOHHPOBARHA: Neol-Notl

Tlpmvesanse: IIPOBEPATS CKBCHHPOBAHHEM IOCTE KAKOTO CYOKIOHHPOBAHHA H

mara TpascopMatn

ZeoRIGe)
ap Bamu1 ()

THL
o

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

[ P

N\

sindunt G72) TKR

PIN-TK-CuZnSOD
4360 bp

PecTpuKITHOHHAA KapTa ILTa3MHIBI
M1 2

M-1kb mapkep
1- 6asoBas mIa3MHAA

1-nnasmuzHas JIHK ob6paborannas pecrpukrasamu Pstl-Sphl

Tlocnen0BaTeIbHOCT BCTDOCHHOTO IeHa L SN SO T] 2

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

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

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

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

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

Basossii BeKTOp: PIN-TK-SPPV (ampR)

Ilravns: E. coli TOP 10

CaifTEl KIOHHPOBARHS: Neol-Bglll

TIpHMeaHHe: NPOBPATE CEKBCHHPORAHHEM IOCTE KaKOTO CyGKTOHHDORAHH H Iara TPaHCQOPMAITHH
pongi

samm®)
L

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

mnam zzay s iss)
TKR s
ta1Gagy

PeCTPHKIHOHHAA KapTa ILIa3MHIBI

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

TIocnen0BaTeIbHOCTE BCTPOEHHOTO IEHA: CHHIM [IBETOM BBLIENEHA [0 CIIEI0BATEbHOCT IHHKEPA
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IlacmopT mi1a3MuaABI
pIN-TK-OMP25

Ten OMP25 6si1 avmamHIEpoBas ¢ reroMmoi JHK Brucella spp u xiomaposan 8 pIN-TK-SPPV 1o
cafitam  Ncol-Bglll. KOHCTpyKIHS NpOBepeHa  CCKBGHHPOBAHHeM, BEBICHO 100%  cOOTBETCTBHE
TI0CTIeI0BATETLHOCTH BCTPOSHHOTO TeHa.

BeTpoenmsii ren: OMP25

Pasvep resa: 576 bp

Tlokyc xs setpamanms:  Trvmamknmaza (TK), SPPVO66

BasoBsiit BeKTOp: PIN-TK-SPPV (ampR)

Ilrans: E. coli TOP 10

CaiTs! KIOHHpOBAHHS: Neol-Bglll

Tprvesanse: [IPOBEPATS CEKBEHHPOBAHHEM IOCIE KAKIOTO CyGKIOHHPOBAHIS H

7N

-
ORI

HindITI (3488)

PeCTPHKITHOHHAA KapTa ILIa3MHIBI

1mara TpaHcOpMAaIHE

 EcoRI (307)

- EeoRI(n51)

TK-L 423-1145

PIN-TK-OMP25 TK-R 1676-2615

sraote s OMP25  1159-1617
R S 1624-1663
oy Apr 3798-4655

S ORI 3907

TKR St aans)
s

Neol (2486)

Part (2540)

-

€0 Com-

1-1kb mapkep
2-mnasmuzgnas [IHK obpaboransas pecrpuxrasamu Neol-Bglll

("

Tloce0BaTenbHOCTh BCTPOEHHOIO F'eHa

=)

1501  CATGCAGARA AATTARTTAR TTAGATCTAA CTTGTAGCCG ATGCCGACGC CCATACGATC CATTTGCGTA ACGATGGCGG CRRTCGGART FCCGTTGOCE

GTACGTCTTT TTAKTTAATT ARTCTAGATT GAACATCGGC TACGGCTGCG GGTATGCTAG GTARACGCAT TGCTACCGCC GTTAGCCTTA AGGCAACGGC
2 T e e e A L s Ty Gn ke Gr VA G M Ap A Me Gn Tw Ve b Ab A b Pk Gy An G g

2001 COTCCATATT TARGCTGCGC GCCGOGARTC GTTGCGCCCA GARTATGCAT CGCCATCTTG AAGTCGTTGA ACATGGAGAT GACGGCGCCG CCGAGCACAT

GCAGGTATAX ATTCGACGCG CGGCGCTTAG CARCGCGGGT CTTATACGTA GCGGTAGAAC TTCAGCAACT TGTACCTCTA CTGCCGCGGE GGCTCGTGTA
2 ApGy Ty Uy Lw Gn A Gh Ap be T mb b Lo e Fis M Ab L Fhe A Am P M e B Ve Ab Gy O L viAm

2101 TGAGRARGGC AATGAAGARA AACGGCGACT TGGTACGCGG AATATCCAGC GTCCGTICAA CGGCATTTCC CACCTCCTCC ATCAGCGGAR GCCAAGGTIC

ACTCITTCCG TTACTICTIT TIGCCGCTGA ACCATGOGCC TTATRGGTCG CAGGCRAGTT GCCGTARAGG GTGGAGGAG TAGTCGCCTT CGOTTCGAAG
2 nies oAb i Phe Phe Phe Pro S s T Ap Pro b Al Tu Ay G i A Am Gy W Gu b e lw Pl e Tp m Gu

o

2201 GTGEACGCCC TTCAGACGCA CATCCACATG CTTTGCGGCT AGCCGCTGSC GCAGGCGTTC GATCAGCCAT GOGCCTGOCS TATCRAGGTT GGARRTGCCS

CACGTGCG5G AAGTCTGCGT GTAGGTGTAC GAACGCCGA TCGGCGACCS CGTCCGCAAG CTAGTCGGTA CGCGGACGGC ATAGTTCCAA CCTTTACGGS
2 v v Gh Uy ievdp Ve Ve We e M Ab e Ap Gn A L Ap O b Lo Tp M Gh b T Amiw Am s b Gyw

2301 GAAATATCOR TGATTGTGGC CTTGTCGCCA COGGCCTGCT CARTCOCGCG CATCTTGTCA TCGACCAGAT GRACGCTTTG CGARRTCCAG TGGCCGCTGA

CTTTATAGCT ACTAACACCG GAACAGCGGT GGCCGGACGA GTTAGGGCGC GTAGRACAGT AGCTGOTCTA CTTGCGARAC GCTTTAGGTC ACCGGCGACT
P S A ke b T A iy Aw Gy Oy MhGn Oy b Gy Mg M s A A W lw M5 Ve Se Gn S b Tp Wi G Swiw

2601 GATGGATGAC GCGCATGCCG TCCTGTTCGC CCACATCART CTTTGGCGCA GCATICGTCG TAGCTCTTGE TTTGTCGGCA GCAACCATSS TGGCTATITA

CTACCTACTG CGCGTACGGC AGGACAAGCG GGTGTAGTTA GRAACCGCGT CGTAAGCAGC ATCGAGAACG ARACAGCCGT CGTTGGTACC ACCGRTARAT
2 Lort o Vo g e G Arp Gn Gv Gy Vo Ap B L Pio s M hem T T n hg Aa e A b Aa v e
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MPOBITEMAJIAPBIHBIH FbLTbIMH-
3EPTTEY HHCTHTYThi»
PeCTyBAHKATLIK MEMTEKETTIK KaCINOpbIHbI

MHHHCTEPCTBO OBPA3OBAHHSI H HAVKH
PECTIYRIHKH KA3AXCTAH
KOMHTET HAYKH
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HHCTHTYT IPORTEM
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CITPABKA

0 [IeNOHUpOBaHuK pexoMGuHaHTHOTO wramma FSPPV(TK-)omp19/s0dC supyca
OCITBI OBeII, YKCTPECCHPYIONIHH XHMEpPHBIH TeH, BKIIOMIAIONIHIT YacTHUHbIe
0C/Ie/I0BaTeIbHOCTH reHoB ompl9 u sodC Brucella spp.

Astopsi: O.B. Uepsskosa, J.T. Taiinakosa, I'.O. IIIeiHpiGexoBa,
B.M. Crpoukos, K.T. Cynrankynosa.

PexombunantHblil wramm rSPPV(TK-)ompl9/sodC Bupyca ocmsl oBel,
9KCIPECCUPYIOUIMH  XUMEpHbIil TeH Brucella spp. OTHOCHTCS K ceMeHCTBY
Poxviridae, pona Capripoxvirus. PeKOMOWHAHTHBIH 1NTAMM TIONYYeH METOIOM
TOMOJIOTMYHON peKOMOMHAIIMM BUPYCHOrO IeHoMa B KynbType kierok TS u
MpeHa3HayeH JUTA MPOM3BOICTRA MPOGHIAKTHYECKUX NPENapaTos.

Jlara pemonuposammst 16.10.2019 r., peKkOMOMHAHTHOMY WITaMMY BHpYca
ocnbl oBent #SPPV(TK-)ompl9/sodC npucBoeH perucTpaudonHbiii Homep M-15-
19/D  KomleKuun MHUKpOOPraHU3MOB Pecmy6iHKaHCKOTO — rocy1apCTBEHHOTO
npennpusitus  Ha  [IXB  «Hayuro-nicenenoBaTelbeknii  MHHCTUTYT — mpoGiem
Guonornyeckoii GesonacHocTi» Komutera naykn Muuucrepcrsa o0pasoBaHus 1
naykn PecryGanku Kaszaxcran (080409, JKamGouickas obnacts, Kopaaiickuii
paiio, 1.T.1. I'Bapgeiicknii. Ten.: +7(72636) 7-22-28.
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3EPTTEY HHCTHTY Thi»
PecHyGIMKATHIK MEMTERETTIK KICiNOPbINEL
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PECTTVRIHKH KA3AXCTAH
KOMHTET HAYKH
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CITPABKA

0 JIENOHUPOBaHMK pekoMOUHaHTHOTO mtamma +SPPV(TK-)ompl9 Bupyca ocribl
0BEll, DKCIPECCUPYIOLIHiT aHTHreH bl Oen0K ompl9 Brucella spp.

Asropsi: O.B. Yepssikosa, J.T. Taitnakosa, I".O. IlIpiubibexona,
B.M. Crpouxos, K.T. Cyntankynosa.

PexomOnnanthelit  mramm  #SPPV(TK-)ompl9 Bupyca ocrbl  OBell,
9KCIPECCHPYIOILMiT  aHTHIeHHbIH  Genok ompl9 Brucella spp. oThocuTes K
cemeiictBy Poxviridae, pona Capripoxvirus. PekOMONHAHTHBIH LWITaMM MOJTy4YeH
MeTOZIOM TOMOJIOTHIHOI PeKOMOMHALMK BUPYCHOIO IEHOMA B KYJBTYPE KIETOK
TS v npejHasHaueH JUlsi IIPOU3BO/ICTBA BAKLIMHHBIX TPEMapaTos.

Jlara nenonmpoBanns 16.10.2019 r., pekOMOMHAHTHOMY LITaMMYy BHpyca
ocmsl oBew #SPPV(TK-)ompl9 NpUCBOEH perucTpaLuoHHbiii Homep M-16-19/D
Konnexunn MHKPOOPTaHU3MOB Pecrmy6mkanckoro rocyIapcTBEHHOTO
npeanpusitist Ha  TTXB  «HayuHo-ucclienoBaTenbCkiii  MHCTUTYT — rpobiiem
Guosoruyeckoii GesonacHoctu» Komutera naykn MHUHHCTEpCTBA 0Opa3soBaHHs U
Hayku Pecry6mmku Kaszaxcran (080409, JKamGbuickas o6nacts, Kopnaiickuii
paiio, 1.r.1. ['Bapaeiickuii. Ten.: +7(72636) 7-22-28.

I'enepanbHblit 1MpekTOp K. 3akapbs
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CITPABKA

0 JeNOHMPOBAHHH peKOMOHHaHTHOrO mTamva rSPPV(TK-)OMP16 Bupyca ocibi
oBell, SKCIpeccHpylonii anTHrenHsIi Genoxk OMP16 Brucella spp.

Astops: O.B. Uepssixosa, D.T. Taitnakosa, C.O. Canukanmesa, K. 3akapps,
K.T. Cynrauxynosa. o

PexomOunantHsiii  mramyv  rSPPV(TK-)OMPI6  Bupyca OCTHbl  OBEL,
SKCTIpeCCHPYIOILMIl  aHTHTEHHBI  GenoK OMP16 Brucella spp., OTHOCHTCS
K cemeiictBy Poxviridae, pona Capripoxvirus. PekoMOMHAHTHBIH [ITAMM MOJIydeH
METOOM TOMOJIOTHYHOH PeKOMOMHAIUMH BHPYCHOTO TEHOMA B KYIbTYpe KICTOK
T$1 1 npe (HA3HAYEH JUIA IPOU3BOJICTBA NPO(MIAKTHYECKHX [1PENApaTOB.

Jlara memonupoBanus 13.07.2020 r., peKOMOMHAHTHOMY LITAMMY BHP
ocnbl osert #SPPV(TK-)OMP16 npucsoen perucTpaLioniblii Homep M-15-20/D
Komnexuun MHKpOOPraHu3MoB  PecrmyGI/IMKaHCKOro — rocyAapeTBeHHOro
npeanpusts  Ha  TIXB «HayuHo-HCCe0BaATeNbCKAIT  MHCTHTYT npobiem
Guonoruueckoii GesonackocTiy Komurera nayki Muicrepersa o0pasosiis 1t
nayku PecriyGmuxn Kasaxcran (080409, JKamGbuickas obnactb, Kopaaiickinit
paifom, r.r.T. I'sapaeiickui. Ter.: +7(72636) 7-22-28.
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CITPABKA

0 JienoHMpOBaKKH pekoMOHHaHTHOro mtavva +SPPV(TK-)lalB Bupyca ociibt
oBel, SKCTIpecCHpyIolit anThrennsiit Genok /alB Brucella spp.

Astopst: O.B. Uepssikosa, D.T. Taiinakosa, C.O. Canukannesa, K. 3akapbs,
K.T. Cynrankynosa.

PexomOuuanTHeii  wTamm  rSPPV(TK-)lalB  Bupyca — ocmbl  OBELL
SKerpeccHpytomit - anturenssii  Geox lalB Brucella spp., oTHOCHTICA K
cemeiicTBy Poxviridae, pona Capripoxvirus. PexoMOMHAHTHBIH HITAMM [OIy4eH
METOIIOM TOMOJNOTHYHON PeKOMOMHAIMH BUPYCHOTO TEHOMA B KYIbTYpPEe KICTOK
TSI v npeHA3HAYEH 1S IPOU3BOCTBA MPOGHIAKTHHECKHX MPENapaTos

Jlata fenonuposanust 13.07.2020 r., peKOMOHHANTHOMY IITAMMY BHPYCU
ocnsl osen 7SPPV(TK-)IalB npucBoeH pernctpaiuonHbiii Homep M-14-20/D
Komrekuus  MHKpooprasusmos  PeciyOnnkatckoro rocy 1apcTBEHHOr0
npemnpustis Ha  [IXB  «HayuHo-neciesioBaTenbekuil  HHCTHTYT npobiem
Gronoruueckoii GesomacrocTHy Komutera Hayki MuHHCTEpCTBa 00pasoBaus i
naykn Pecnybmakn Kasaxcran (080409, KamGouickas oGnacte, Kopsaticknit
paiion, r.r.T. [Bapaeiickuii. Ten.: +7(72636) 7-22-28.

g K. 3axapbs
W.0. 3aBenyrowiero naGoparopuei
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CTIPABKA

0 JIeNIOHAPOBAHNU PeKOMOMHAHTHOTO tramma rSPP V(T 'K-)OMP2S5 Bupyca ocIbl
OBell, IKCIpecCHpyoliii anTHreHHpIi Gesiok OMP25 Brucella spp.

Astopsi:  O.B. Yepssikosa, D.T. Taiinakoa, C.0. Caumkanuesa,
I".O. IlIsmpibexosa, K. 3akapss, K.T. Cy:nraikysiosa.
PexomGuuanTHBI  wtamm  rSPPV(TK-)OMP25  Bupyca OCHbL  OBCIL

SKCTpeccHpyIOmmil aHTurennbiii Genok OMP25 Brucella spp. otmocutes Kk
cemeiictBy Poxviridae, pona Capripoxvirus. PeKOMOUHAHTHBI MTaMM MOIy4EH
METOZOM TOMOOTHYHON PeKOMOUHAIME BUPYCHOIO [EHOMA B KYJIBTYpE KIETOK
TSI 1 npeHA3HAYEH IS IPOU3BOCTBA NPOPUIAKTHYECKUX [IPETIApaTOB.

Jlara penonmposanust 29.05.2020 r., peKOMOMHAHTHOMY IITaMMmy BHpyca
ocrsr oselt ¥SPPV(TK-)OMP25 mipucBoen peructpaunonnbiii Homep M-10-20/D
Konnexuuu MMKpOOpraHusMoB  PecryGinkanckoro roCyapCTBEHHOrO
npemmpustas  Ha [IXB  «HayuHo-Hccne0BaTebCKMIT  HHCTHTYT npoGiiem
Guonoruueckoii GesonacHocTiy Komurera Hayku Mumucrepersa odpasosanits i
naykn PecriyGmukn Kasaxcran (080409, KamGuuickas obaactb. Koprnaiicknii
paiion, m.r.1. 'Bapeiickuii. Ten.: +7(72636) 7-22-28.
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CIIPABKA

0 JleronnpoBaHKH pekoMOnnantHOTo mramma rSPPV(T] 'K-)sodC Bupyca ocrbl
OBel, SKCTIPECCHPYIONIHH aHTHTCHHBIH G0k sodCBrucellaspp.

Astops: O.B. Uepssixosa, J.T. Taitakosa, C.O. Caanxamesa, [.O.
Ilppibexona, K. 3akapes, K.T. Cyntankynosa.

PexomGunanTHblii  wramm  +SPPV(TK-)sodC  Bapyca — ocnibl  OBCIL
skenpeccHpylolmii  aTHrenHpit  Genok  sodC Brucella spp. oTHocutes K
cemeiictsy Poxviridae, poma Capripoxvirus. PekoMOMHAHTHEIH 1ITaMM MOJTY4YCH
METOZOM FOMOIOTHHHOIH PEeKOMOMHAIMH BUPYCHOTO reHOMa B KYJIBTYpe KICTOK
TSI i npeHa3HadeH UIs IPOU3BO/ICTBA BAKLHHHPIX IPETIAPATOB.

Jlata nenonmposatus 31.03.2020 r., PeKOMOMHAHTHOMY IITAMMY BHPyca
ocmbl opell #SPPV(TK-)sodC npucBOeH DETHCTPALMOHHBIH HOMEP M-7-20/D
Konnexmu MUKPOOPraHU3MOB  PecryGIMKaiCKoro  rocysapeTseHHOrO
upennpusitas  Ha  TTIXB «Hay4Ho-HCCIeI0BATeNbCKUI  MHCTHTYT npobaem
Guonoriteckoii Gesonacoctiy KovuteTa Haykn MuHHCTepCTBa 00pasoBanits i
naykn Pecrybnnkn Kasaxcran (080409, Wambpuickas obmacts, Kopaaiickuit
paiion, n.r.t. I'sapnefickuit. Ten.: +7(72636) 7 22-28.
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MUuUHHCTEPCTBO 00pa3oBaHs U HAyKH Pecny6muku KazaxcraHn
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1. PecnyGnucancioe rocyaapeTseanoe npeanpusTue 1 npas

somicrae
ccaenopaTenLoRUE WHCTITYY upoGien GHoTorwiecKoN Geionacnoer” Kowrrera

o vecuns

nayin Muscrepersa oSpaso

wnayi PecnyGmusa Kaaxeran

1.1 Tlo pnopirery: 4. Hayia o s  3xoposse.

12 Tlo nownpropiey: 4.1 QYIANEHTATIGC W TPHKIIAIC HECAESORA B OOTACTH
Gronori:  BuowMeCIe, IOHOTONICKIE N MOFCKYASDHO-TEHETINEEKIE  WEXBIINS
RCToeT. WiKpoTrUOR, FPWon W oRopctll. Teopeicane . tpaieTEe

13 Mo towe mpocc: JGAPOSIIG  dKoncrpywposamme  perowwmaiin
KATPUIOKCOHPYCOS, SECTpECCHpYIOUINX NPOTEKTHBHSE aHTATEHN Bricella pp., # OySEHHE WX
moyHOBHOOTeCKX COOACTE

1.6 O61uan cywva TpocKTa 36 000 00D (TPHULETS TCTs MIIAHOROR) TEHTE, B TOW e ©
PeIHBROH Mo oMM, A1 SR PABOT COFRRCHD MyHTY 3

-1 2018 ron -  cywe 12 000 000 (TlscHaniars wAmHONOS) TeHTe;
~1 2019 ron - 5 cyse 12 000 000 (lacranuars winono) eare;
-1 2020 rox -  cyece 12 000 000 Tleranuars wnonion) eure

2. XapaKTepHcTIKA Hay-IO-TexiYecKol POy 10 KBATHBHKTHOMHLN

21 Hanpucive paGors KoTROmBRRS SRauGHIBITIS s EapARRCIEY=on
Wiy wx cooficra
122 OGS IpHMENEHIAR MeZHLICKAA/bTEPHHADHAN BHPYCOTOTIR, BIELIHOROTHS
23 Konewsa pesyrorars
~'38 2018 rox: Tl WiTerpaH 448 pekONGHHALI FeioNa Bipyca ocnit oses, |
rarua  eypuasax, pexowennyewtx KKCOH MOH PK;
- 58 2019 10X PEXONGHNINTHSI LITQHS BUPYCA OGTI OBEN KOMPYIOMIE EACRHE
reus, | crarus n xypanax, pexosenmyewsr KKCOH MOH PK;
- 3 2020 roz: XapaxTepUCTIKE peKOMGHINTIL LITIMMOB 10 YPOBIIO SKCTDECCIL
Heneoux 66708, CTASWIIORTH, INNUORCHIOCTH M NOTEKTUBHOCTH, 2 CTITHH B KypHwIE:
«WVeserinary Imminology and Immunopathologyy, «Research in Veterinary Sciencen, (The Vetrinary
Jousmal (Scops), coxaa KA a wiOBpeTCHHE,
24 Tatewocnocobuocrs: wcorss
25 Haysso-rexsurccio ypovens (1omusia): BUpYE 0G4 0bel OYAeT Bposie HCrOTSS0Bal
478 WCTpecCHH MPOTEKTHARASK GETK09 GPYIERA, 4TO TIOTBONT N0 TS YHMKATEYIO BEETOPHYIO
BRIy FPOTH SRR RGO 1 HeR00CK.
26 Wononssosaine ayso-rexsiaseckol IpOTYKUNN OEYUESTBIRETCR:  Jakasuikon
Henonmesew.
2.7 Bu wcnonsaoasns pesyraraa vayot 1 (1) Hayo-TexuseCkoll AeSTenLHOCTH
er n pekoNGHITHAG WTRNMS SHpYEA oo OB€l
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Jlonoamureastoe cornamenne Ne
Kk Jlorosopy na rpantosoe gpunancuposanue Ne119 ot 05 mapra 2018 roga

r. Hyp-Cyaran or «ﬂ» 07  2020r.

l'ocynapetsennoe yupexenue «Komuter Haykn Munmcrepersa o6pa3soBaHus H Hayki
PecniyGiukn  Kasaxcraw», mmenyemoe B jaibHeiimem 3akasumk, B mie [lpeacenatens
Kypmanramesoit JK.JI., zeiictsyiowero Ha ochoBamuu Ilonmoskenus o Komurere HAYKH,
YTBep:kIeHHOro npukazom OtsetcTsentoro cekperaps 10 urons 2018 roga Ne 169-K, i nprkasom
Munucrpa oGpasosanns i Hayk PecryGuikn Kasaxeran ot 25 mexaGps 2019 roma Ne 169-xk, ¢
omuoii  croporpl, # PITI ma TIXB  «HayuHno-ncenenoBatenseknii  MHCTHTYT —mpobiem
Ounonornyeckoii Gesomacroctn» Komuteta Hayknm MuHucTepeTBa 06pasoBauss H  HAYKH
Pecny6mukn Kasaxcran, mvenyemoe B janbueiimien «Mcnoanutens», B e reHepaTbHOrO
aupektopa 3akapes K.JI., neficTByiomiell Ha OCHOBaHHM NpHKasa W.0. mpeicematens Kommurera
nayku MOH PK ot 12 nekaGpst 2018 roxa Nel11-BFY ¢ apyrofi cTOpPOHBI, Ha OCHOBaHMH CTATHI
401, 402 Tpamnanckoro Koxekca PecnyGmikn Kasaxcras, nocranosienus IIpaButesbcrsa
PecnyGmuxu Kasaxcran ot 25 mas 2011 roga Ne 575 «OG yrsepsaennu [lpasun Gasosoro,
TPaHTOBOTO, MPOrPAMMHO-LENEBOro (DHHAHCHPOBAHHS HAYYHOH W (WIH) HAYYHO-TEXHHYeCKOil
JIeSTeNbHOCTHY, TIocTaHoB/eHns [Tpasutenscrsa Pecrydmukn Kasaxcran or 16 mas 2011 roma Ne
519 «O HAUMOHANBHBIX HAYUHBIX COBETAX» M pelleHHs HaUHOHAIBHOrO HAyYHOTO COBETA 110
npuoputety «Hayka o sxusum m 3m0posbe» (Bbmucka Ne2 us Ilporokoma sacenamms Ne2 or
12 mapra 2020 roza) 3akmrounin Hactosiee Jl0noaHHTEbHOE coriatuenue K aoropopy Ne 119 ot
«05» mapra 2018 roza (nanee — JIoroBop) i NPHLLIH K COMIALIEHHIO O HUKECIETYIOMIEM:

1. B npunoxenwue 1.2. k JTorosopy:

ab3au Tpetui, mynkra 2.3, paszsena 2 H3T0KHTE B CIICAYIOUIEH peaKLHH:

«-3a 2020 rox: XapakTepucTHKa PeKOMOHHAHTHBIX IITAMMOB 110 YPOBHIO SKCIIPECCHH
eNeBBIX GETKOB, CTabU/ILHOCTH, HMMYHOT@HHOCTH H IPOTEKTHBHOCTH, 2 CTATHH B PELICH3MPYEMBIX
3apyOeKHBIX HAayUHBIX H3AHHSX, HHCKCHDPYeMBbIX B Gasax JanHbix Web of Science nim Scopus ¢
HEHYJIEBBIM HMITAKT-(aKTOPOM, 10/1aHa 3a5BKA HA H300PETCHHE. »;

NYHKT 6 pasjiena 3 U3J10KUTh B CIeAyIolleii pelaKiHu:

6 Hayuenne nporexrnsHocTH | Anpesb no 1 Byzer usyuena npoTeKTHBHOCT
Moy4eHHBIX WTaMmoB Ha | 2020 HOAGPS | MOMYYEHHBIX TAMMOB Ha 1a60PaTOPHEIX
11a00PaTOPHBIX KUBOTHBIX 2020  |xwuBoTHBIX. [TyGnukauus 2 crateii B

PELEH3UPYEMBIX 3apyGeKHBIX HAYUHBIX
M3AHMSAX, HHACKCHPYEMbIX B 6asax AaHHbIX
Web of Science nan Scopus ¢ HeHyeBbIM
umnakt-haktopom. [Moaana 3asieka na
n300peTeHHe Ha PEKOMOHHAHTHBIE LUTAMMBI
BUpYCa OCMbI OBeLl, IKCNpeccHpyioLime
Genku Gpyuenn,

2. B npunoxenne 1.3. x Jlorosopy:

nyHKTbl 2.5 1 2.7 pasaena 2 U370KHTb B CAEAYIOUICH PelaKLMu:

«2.5 Hayuno-texnuueckuil ypoBenb (HoBH3HA): IIpOEKT COOTBETCTBYET NPHOPHTETAM
HAY4HO-TeXHHYECKOIO H COLMAIbHO-OKOHOMHYECKOro passuTus Pecrydamkn Kasaxcran B o6macth
nanotexnosoruu. B Kaszaxcrane ananoruunbie paGoThl 10 HACTOAIIEIO BPEMEHH HE IPOBOIMIHCH
H 3aBISIEMOE HCCIIE[OBAHME ABJSETCS COBEPLUEHHO HOBBLIM HAydHbIM HanpasieHueM. [Ipu
peanu3anuu mpoekTa OyJyT MONydYeHbl TPeXMepHble MOJeNH MOBEPXHOCTHERIX GelkoB BHpyca
TPHIINA, AHATH3UPOBAHLI HA HAIM'UNE H3MEHEHHH B AHTHIEHHOH CTPYKTYpe H OmyOIHMKOBAHBI B
MeJKIYHapOIHOl oHaiiH Gase, I-Tasser.

2.7 But MCTIONB30BAHMS Pe3y/IbTaTa HAyYHON M (IIH) HAayYHO-TeXHHYECKOll JesITeIbHOCTH:
pesynbrarhl GyayT onmyGIMKOBAHBI B MEJIYHAPOAHON KOMMBIOTepHO# Gase aammpix I-Tasser,
KOTOpbl€ HAXONATCS B CBOGOMHOM JOCTyMe, A aibHeMIIEro HCMoNb30BAHMA HX B JPYTHX

HAY4HBIX U (HJIH) HAY4HO-TEXHHYECKHX HCCIEL0BAHUAX.);
A A

myHKT 8 pa3fena 3 H3NOKHUTE B CIEYIOMIEH PeaKilin:
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8 TTyGnuKamus CTpyKTYphl
Genkos B Gase nanubix I-Tasser
H BBISBICHHE AHTHICHHBIX
MyTanuit

Oxtsi6ps | 1 HoAOps | Bee noayuennsie Moxenu Gyayt
2020 2020

OMyOIHKOBAHBI B
MEKIYHApOHBIX Ga3ax ManHeIX I-
Tasser, a TaKKe OyYT BbIBTCHBI
AHTHTEHHbIE MyTALHH,

3. Hacrosimee JIono/HHTENbHOE COMTIALLEHHE ABAASTCA HEOTHEMIEMOH YacThio Jlorosopa u
BCTYNAET B CHITY C MOMEHTA €10 MO/NNCAHUS CTOPOHAMH | JieficTBYeT 110 31 zexadps 2020 roja.

4. Venosus Jlorosopa He 3aTpoHyThle HACTOAIMM JIOMONHMTENLHBIM COIALICHHEM,
OCTAOTCS B HEH3MEHHOM BHJIe, H CTOPOHEI OATBEPIKAAIOT 110 HHM CBOH 0053aTe bCTBa.

5. JlonoHATEbHOE COMIAIEHHE COCTABICHO B IBYX K3EMILIPAX, 110 OAHOMY SK3eMILAPY
s Kaok0ii 13 CTOPOH, HMEIOUINX OIHHAKOBYIO IOPHIMYECKYIO CHITY.

TOpuanuecKie aapeca i PeKBH3NTBI CTOPOH

3akazumi:

Tocynapersennoe yupexaenue «Komurer
Hayki MuHHCTePCTBA 00Pa30BaHs H HAyKH
Pecny6nuku Kasaxcrany 010000, r. Hyp-
Cynran, npocnekt Monrinik En, 8

Ten. 87172 (74-16-53), (74-20-93)

MUK KZ92 0701 01KS N000 0000

PT'Y «Komurer Kasnaueiictsa
Munuctepersa dmmancon PK»

BUK KK MF KZ 2A

BUH 061 140 007 608

Koe 11

Henoannrens:
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MHCTHTYT nIpo61eM GHosoriHYecKoii
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Munncrepersa 06pasoBanus i HAYKH
Pecny6nkn Kasaxcran

BMH 061040004937
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Iridovirus Conference

May 26-31, 2018
Academia Sinica, Taipei, Taiwan

Organized by Wen Chang and Andrew Mercer
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Session 9- Viral Vector & Vaccine Development

P91 Plaque Reduction Neutralization Assay using IMVAMUNER® against Variola
virus
Matt Mauldin. Ashiey Kondas, Darja Schmidt, Niels Wulff, Christine Hughes,

P93

P9-4

P95

P9-6

P9

Vigtoria Olson, Christina Hutson

An MVA vector expressing HIV-1 Eny under control of a potent vaccinia virus
promoter as promising strategy in HIV/AIDS vaccine design

Pairicia Pérez. Maria Q. Marin. Mauro Di Pilato. Carmen E. Gomez, Carlos Oscar

S. Sorzano. Mariano Esteban, Juan Garcia-Arriaza

Towards the Development of Personalized Cancer Vaccines Based on the MVA
Vector

Nathalie Hoffmann. H. Schultz. F. Mischler. Y. Cordier, D. Villeval, C.
Remy-Ziller, C. Wang, N, Savelyeva, B. Grellier, S. Robin. J. B. Marchand, K.

Bendjama, C. H. Ottensmeicr, E. Quéméneur

Protection of mice from a lethal challenge with severe fever with
thrombocytopenia syndrome (SFTS) virus by immunization with a novel
recombinant LC16mS expressing SFTS virus genes

Tomoki Yoshikaw

Satoshi Taniguchi. Shumpei Watanabe, Kazutaka Egawa,
Shizuko Harada. Takeshi Kurosu. Shuetsu Fukushi. Masayuki Shimojime. Souichi
‘Yamada, Shigeru Morikawa, Masayuki Saijo. Hirofumi Kato, Hikaru Fujii. Miho
Shibamura, Takuya Inagaki

Deter

ing correlates of protection of a MVA-based vaccine against Ebola
virus in a mouse model
Volz. Alexandra Kupke, Frik Dietzel, Markus Eickmann, Stephan Becker,

Gerd Sutter
Sheep Pox Virus NISKAI to Develop a Vector for Veterinary Vaceines

Sandugash Sadikaliveva, Olga Chervyakova, Vitaliy Strochkov, Kulyaisan
Sultankulova, Nurlan Sandybacyv

The ICP34.5 protein of herpes simplex virus 1 expressed by MVA
recombinants generating excess early double-stranded RNA also acts
upstream of elF2alpha and blocks PKR activation

2
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Sheep Pox Virus NISKhI to Develop a Vector for Veterinary Vaccines

Sandugash Sadikaliveva'”, Olga Chervyakoval, Vitaliy Strochkov!, Kulyaisan Sultankulova!, Nurlan
Sandybacyv!

Research Institute for Biological Safety Problems, RK MES (RIBSP) Kazakhstan, Kazakhstan'

Sheep Pox Virus NISKAI to Develop a Vector for Veterinary Vaccines

Sandugash Sadikaliyeva, Olga Chervyakova, Vitaliy Strochkov, Kulyaisan Sultankulova, Nurlan
Sandybacyv

Rescarch Institute for Biological Safety Problems, RK MES (RIBSP) Kazakhstan

Sheep Pox Virus NISKAI (SPPVN) is a vaccinal strain that is widely used to prevent sheep pox in CIS
countries. SPPVN induces specific humoral and cellular immune response and protects sheep against
infection with virulent strains.

In our study we tested SPPVN for its ability to express foreign genes to be used in development of vector
Veterinary vaccines. Green fluorescent protein (GFP) and VP1 protein of foot-and-mouth disease virus O
(FMDV) were used as target antigens and inserted by homologous recombination at SPPVN thymidine
kinase site.

The recombinant virus expressing GFP (detected in cell culture by fluorescence) induced formation of
antibodies to GFP in mice. The expression of VP1 protein by the recombinant virus was detected in cell
culture using immunoblotting. Immunization of mice with the recombinant virus expressing VP1 protein
induced formation of virus-neutralizing antibodies. Both recombinant viruses were safe

The preliminary results show that SPPVN has a potential of being used as viral vectors in development of

Veterinary vaccines.
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JKenpeccus u ouneTka Geaka lalB Brucella spp.

B noeaezuuie roast naionaetes saversoe pacnpocTpaientic 0¢o60 ONACHEIX HH(KLIOHLX Goreamel, ko-
TOPLIE HAHOCAT GOAALILOI SKONIONHHECKIHH YIIIeps KUBOTHOBOACTRY. Bakieil i 1 MEpEMEKTHAHLIM METO O
GOpLGI € HheKLMORIEII Soesitav sISETCA MMy HOPOMTAKTIka, Hlnosayentsie B RaCTOmIeE pevn
BARUIMHbL 1A POGHIATIKI GpyIIEniesa TPECYIOT CROCTO MpHIIHINATSHOTO H3MEHEHIHS H COBCPLLCHCTBO-
Batia. QL0 15 1CPCNEKTBHLX HAPABIEHIT 1Pit PaspaGoTKe Gesonaciiix i HpEKTHBHLX CPeACTR po-
‘bunaTii — ucnoas3osae poTeKTHBNLIX anTurerLX Geko Brucella spp. Llenio AaHHEX HeCAEA0DD-
il ABAIOCS TMOMy ieiIke pexoMGHHaNTHONO Genia 1alB Brucella spp. MeToI0M GaKTEpHATE O SKcnpeceitn
B Escherichia coli. B pesymutate nposeaebix necienosanitii rew, KOTopuiil KOANPYCT uHBasHBHl Gexok
Jall, G avenauuttnposa ¢ renonnoii JULK Brucella suls w k10Huponait » GaKTepuatbsih okeapecenpy-
foui extop PET28b (+). OTpaBoTalibi ONTHMATbHbE YCAOBIA IKCTPECCHH LIENEBORO reia B KAeTKAX E. coli,
urmas ER2366 1 Y1011z 0uHCTIH PeKOMOMHAHTIONO GeTka — MeToToM MeTa-ahbumiof xpowarorpa.
(hun. Crerens ourierin Gena coctasuna e Metee 95 %. TTpit HMMYIW3AUIN pexosGHANTILN GeaKon Talls
B OPTAHIME MLLCH BLIPAGATHIBAIOTCS ANTHTEAR, KOTODLLE AETEKTHPYIOTCH b MMMYROEPMEHTHOM AHATISE.
Moy seriuli pexoGHHaTHbli Getoi GyeT Hero:1b308aH 115 PaspaBoTKIt MpoGITAKTHYECKHX Tpenapatos
NPOTUB Gy IIEIIE3a KHBOTILIX

Kouesoie croaa: pexoMGunanTisil Ge:10K, KIOMPOBAIG, KCTpeCCHs, Gpyrenies, anTitea.

Beeoenue

Bpyuennes annsercs Gaxtepuansioli Gonesibio, nanocsimeit Gombuwofi KoHOMMYCCKI yiiepd #iBoT-
HoBoAeTRY. OSbeauHernbil KoMHTET SKenepTon BAO HHGOPMIPYET O TIOBCEMECTHOM PACTPOCTpHeHIM
Gpyuennesa cenbekoxosalicTaenHbIx #uBOTHAIX [1, 2], B Kasaxcrare Gpyliennes pernctpupyeres mpaxise-
CKHY BCEX BILIOB CElbCKOXO3AIICTBERHEIX 1 AOMAUTHIX KHBOTHBIX (KPyMHBIIT POFaThIii CKOT, OBLb, KO3bl,
CBIHBH, CEBEPHBIC ONIEHH, Mapauibl, OMAAH, BEPGIObI, AKH, GyHBOIbI, 3¢y, COBAKH). DIHI00TONOMHECKI
11 IKOHOMIECKI HAGOIee SHAUNMIM ABIAETCA GpYUEILIEs KpYTHOTO POraToro ckoTa [3-6].

Bamieiiuin it NepenekTHBHEIN METOAOM GOPLOI ¢ MHEKLIOHHIMI GOTEHAMI ABIAETCS MMMy HO-
npodakTitka. TIpOTHB Gpyuentesa B pasioe Bpems GLLIO NPEUIOKEHO SHATHTEILHOE KOAYECTRO HHAKTH-
BUPOBAHHBIX 11 KHBLIX Bakitih. HanGonuiuiee Ip3naKiie 5o bem Mitpe MOAITa KIBAS BAKLUIHA NPOTHS
GpyLesiesa 3 ATTENYUPOBAHOTO ATAIOTHHOTEHHOTO LITaMMa B. abortus 19, KOTOpas LIMPOKO MpiMenAAach
B CCCP, CLUA # MHOTUX APYIHX CTpatax Mipa. CyHIECTBEHHBIM HEXOCTATKOM STHX BAKIMH SBISCTCA HATH-
i1 B KPOBH HMMYHH3HPOBAHHBIX KNBOTHBIX AHTHTEL, BBIABIACMBIX B CEPONOIHHECKIIX PEAKLIAX, IPHHATBIX
JU1s AHarHoCTHiN GpyLiesiiesa, 3aTpy AHAIOLINX ONpPeesieHHe SMH300THIECKOro CTatyca KHBOTHBIX 110 Gpy-
uenesy [7, 8].

Taxim 06pasoM. 3azaua coaanis hdexTHBION 1 Ge30NacHoli BAKIIHE! MPOTHB GpyLLEMTea 0CTaeTCH
aKTyanbHoii. B CR3i ¢ STHM NIOCTORIHO NPOBOARTCA HOCE/0BAHI TTO KOHCTPYHPOBAHHIO HOBBIX i COBEp-
UICHCTEOBANHIO NPOTEKTHBHbIX CBOHCTS HMIOWLIXCA BAKIINH, KAK U1 MOACH, Tak 1 AR AHBOTHEIX. [lep-
CHISKTHBHLIM HANIDARTEHHEM Pa3PAGOTKH S heKTHBHBIX BAKUITH MPOTHE HHDEKLHONHbIX 3a607CHANNI A8
TCA CO3NAHNE ATTEHYHPOBAHHLIX PEKOMOHHAHTIILIX BEKTOPOB, OCYIECTRISIOUIX AOCTABKY B OpraHH3M mpo-
TEKTHBHbIX GHTHTEHOB, ¢ KOTOPHIMI CBA3AHO GOPMIPOBAHIE MPOQHIAKTHHCCKOTO IWTH MeHeHOr0 dhihekra
BakuHauy [9].

Ha ceropusmsuii aenb 66110 BbiaBeHo cebiwe 10 sammTHbIX Genkon Brucella. Kak H3BECTHO, UHBA-
suhbiii Genok TalB (BMEL 1584) takoke spnsetcs npotektusubiv antureniom Brucella, KOTOPBIH J0KanH30-
Bl B WHTOMIMATIeCKOH MenGpane. laHHbiii GOk IWICHTINEH ¢ OCHOBHEIM aKTOPOM BIPYTICHTHOCTH
Bartonella_bacilliformis, koTopulii WFPaeT OCHOBHYIO oMb B HHQHUHDOBAMMI SPHTPOLITOB HesoBeka
[10, 11].

Llewio Aankbix HecesieoBanitii anaanocs nonyuerite pexonGinaiioro Geika lalB Brucelld spp. meto-
om BakTepHanLIoii skenpecenn  E. coli
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Mamepuaze: u xemoos:

Konempyuposanue sxenpeccupyiouyeeo sexmopa u cosoanue umaaa-npodyyenma E. coli. Hykaeorna-
HYIO T10CTENI0BATETLHOCTS, KOAMPYIONLYIO peKoMOHIANTHEI Genok 1alB, aMnanduuposam ¢ reRoMHol
JIHK B. suis. wramm 1330 — ¢ nenobsoanmen npativepos (FP-tetagatetagectoectgecegg, RP-acggtegacet-
tggteaatgecte) i KIOHHPOBATIH B SKenpeccupylowii sekrop pET28b(+) (Novagen) no caifrav BamHI — Sall.
KoppekTHOCTS 101y eHHOli KOHCTpYKIIH HOATREPAKAII CoKBEHNPOBaKIeM, 3aten Bektop PET28/Bru-lalB
TpaHcOPMHPOBATH B KOMIIeTeHTHbIE KieTki E. coli wramm ER2566 (NEB).

Iwenpeccun u owucmya pexovGunanmiozo Genra. Knetkn E. coli, urrav ER2566, Tpancdopmipopat-
ble BekTopom PET28/Bru-lalB, eipaumsani & cpee LB-kan30 (coacpiantie Kauaviiia SO MKr/wn) npi
37°C na weiikepe (250 06/sitH) 10 OD600 = 0,6-0.8, 3arem 10GaencHmen UITTT 10 KoHeuHOH KoHUeHTpa-
uin | MM MY LMPOBATH SKEMPECCHIO LEMIRBOTO rena. FIHAYLIPOBAHHYIO KyASTYpY HHKYGHPOBATH B Teve-
HIe 4 U IpH Tex JKe YenOBIAX. 3TeM KICTKI COBHPATI LeHTPHYrHPOBaHHEM 1 XpaHnH npu —70 °C 10
HCMOTH30BaHHA. PACTBEOPHMOCTE PEKOMOMHANTHOTO Geflka OMPEAG/ANN C HCMOTB30BANHEM PeareHTa
B-PER® Bacterial Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific, CLLIA) corfiacio HHCTpYKIITH NpOM3E0 -
1ess. JIns 0uMCTRH pekoMGUHaNTHOTO Geslka 0calok KIETOK pecycrienmmnposai B Gydepe (100 MM Tpuc
HCI pH 8.0. 150 MM NaCL, 1 % tpiton X-100. I % JIOX) u3 pacuerta 15 M Ha 1 T CIpOro KIeTouHOro
ocanka. K nonyderHoii cycriesii J0GaRIAN THIOMIM A0 KOHENHOI KoHueHTpaw | M/, Jisie KieTok
QCYUIECTBIIATH 1y TeM ABYKPATHOTO 3aMOpakHBatiis (~70 °C) — orramsanus (+37 °C) cycnensun, dpakiio
PACTBOPHMBIX GeAKOB MOy LeHTPHYTHpOBaIMeM MiaTa Kaetok npi 10000% g B Teuerve 20 MiTH,
Ounetiy Genka MpoBOAIAN MeTOOM MeTanT-aGuHKOIN Xpomarorpadii ¢ nenossoBaniem HisPur™
Cobalt Superflow Agarose (Thermo Scientific. CLIIA) B HATHBHEIX YCAOBILX COPIACHO MPOTOKOAY NPO3EO-
Jwrens. IneKTpodopeTHYECKILT AHATH3 MOMHNIENTIIOB PoBOMLTH B 12 % JICH-TIAAT B ieHaTy pHpyIowmx
peayumpyfoutix yeaosisax no Laemmli [12]. [ln sisyansatumm Geiikos Henonnsopani okpauisarie Coo-
massie G-250. TTo HHTEHCHBHOCTH OKPALLHBAHIS GENTKOBBIX M1010C ONPEEIISAII YHCTOTY LeNeBoro 6eaka.

Ihaynusayus eieri. B HCCTIOBAHIN HCMOALIOBATH GECTIOPOTHKIX GembX. Mblneii (camki, 6-8
Hezers, Macca 18-20 r). Ouiienisbiii Genok coemmmami ¢ axbioarTom Montanide Gel 01 (SEPPIC) b coot-
nomenin 9:1 (06./06.). Koneunas KoHueHTpawis 6e/ka cocapiaa 180 Mir/wa. FIMMyHIBaIIIO IPOBOAIH
NOZKOKIT0 TPEXKPATHO B 03¢ 25 MKI" Geaka. 3aG0p KpOBH TPOBOTILAN 13 XBOCTOBOI BHbI. CHIBOPOTKH Te-
cruposan B MOA Ha nanane antimen. Tlepioa Habmosens — 36 micii.

Hystynogpepaenmoii ananes. Jus nocranonkn DA 96-nynounsie nranwersi (TP, Llseitiapns)
CeHCHBIAI3POBAH PeKOMGHHAITIEM Gecont TalB. C 510if Lebo B K10 Ty HKY MAGHUICTA BHOCHAN TIO
100 w1 kapOoHat-GitkapGoHaTHOrO Gy(hepa, COAEpARALLEro 2 MKI/M PeKOMBHHAHTHOTO Genka lalB. Tlnai-
W TH HHKYGHPOBAMIL & TeucHie Hown npu 4 °C. 3aTeM MIQHLICTE TPEXKPATHO OTMbIBH Gydepom TBST
(150 MM NaCl, 20 MM tpic-HCI, pH 7.5, 0,1 % Taith-20) 1 G1OKHPOBATH, BHOCA B K&AKAYIO AYHKY 10 100 Micn
Grokupyioitero Gydepa (150 mM NaCl, 20 MM tpic-HCL, pH 7.5, 5 % oSezkupentoe cyxoe MoAoko). Jlny-
KpaTHELE Pa3BEEHIs HCCICAYCMbIX CIBOPOTOK BHOCHAN 10 |00 MK B AYHKH MIAHIICTA, HHKYOHPOBATH B
euentie | mpy 37 °C. Tlocsie TPEXKPATHOF OTMBIBKH B IYHKH MTAHUIETa BHOCHAN KOHBIOTATEL AHTHMBILIN-
Hoix IgG ¢ menousoii pocdpatasori (Sigma, CLUIA) 8 passenenii 1:5000 1 nHkyGHpoBaH b Teuenie 1 4 npu
37°C. TlrauieTst OTMBIBATI TPEXKPATHO H BHOCINH 10 100 MKt cyGeTpara A wenouHoii docatasst
(PNPP) (Sigma, CILIA), wrkyGuposazn 30 M, Onminieckyio nioTHoeTs (OL1) H3MepAal ¢ HenoAb30BaHHeN
MiKpoMTaHIeTHOro pisaepa ImmunoChem-2100 npi ke BoaHb! 405/630 Hyt. THTPOM CHITATH HaNGOTH-
iee paselieHile CHIBOPOTKIL, B KOTOPOI ONTHHECKAs [LIOTHOCTH CCLM(HYECKOT CHLIBOPOTKH B 1BA 1 Goftee
Pa3 NPEBHINANA TAKOBYIO HOPMALHOF CLIBOPOTKI.

Pesyrsmamer uccaedosaniii

AmrndmKanino myKkeirogoil nocneaosareasiocTi rena lalB nposomm merozom TP & oGheme
50 wkn: 5w 10x Gydepa, | wicn 10 MM enieci AHTD, 10 1 MKT IPAMOTO 1 0GPATHOrO MPAHiMEPOB, 2,5 e,
Tag-noamvepasi, 1 kr JIHK. 5ot 20 50 wiot. Tenneparyprbiii pesinnt: 94 °C — 2 muit; 30 wricnon 94 °C —
30¢,50°C — I Mt 68 °C — | min; 68 °C — 7 mum,

B pesyutare HLIP noaysinain npoaykT pasmepoy npuGauauTensho 490 n.o. (pue. 1). Pacuerneii pas-
vep rena IalB cocrapmzeT 489 1.0,
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12 000 by
3000 by

2000 by
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M — mapkep pasviepa pparwentos JIHK; / — TTLP-npoaykT (ren TalB)

Pucy1ok 1. InekTpodopeTinieckuit anati3 npoayKTos avmandkaumn rena lalB

Asnanguunposanstii parvent JHK KIoHuposan B miasmansiii skenpeccupyiomisii pextop
PET28(+). [omyenHas pekoMGHHAHTHAA IA3MIA BKIIOUATA HYKICOTHAIYIO TG 10BATENBHOCTS Geka
TalB nox konTposiem npomoropa T7. Ha N- i1 C-KOHLAX aMUHOKHCTOTHAS OCIEA0BATEIHHOCTS HMEET THCTH-
mimossie Tarn His6 (piic. 2).

T7 terminator
I~ ~ His6
=L ]
A Hise
kanr N 17 promoter

pET28/Bru-lalB
5806bp |

PBR322 origin_ % Cladl

PBR322 origin — caiit nauana penuKaiii; kan r — res yCTONMHBOCTH K KaHAMHUHHY;

lacl — ren penpeccopa nakTo3MONO onepona; 77 promoter — npomMoTop (ara;
77, T7 terminator — tepminatop Tpasckpunuum dara;
77, lalB — BeTpOCHHbIil eKOMOHHAHTHBIT reH;
lalB, His6 — noc1eN108aTeIbHOCT, KOMMPYIOUIAT TEKCArHCTHAMNOBEIH Tar

Pucyrox 2. Kapra naasnast pET28/Bru-lalB

TlonytieHHas B PesyIbTaTe KIOHHPOBAHIIA IA3MILA Ghinia TpaHe(opMHpoBaHa B KaeTki E. coli mrran
ER2566. Hraykiws sxenpeccint uesenoro rea MITTT npiBoiaa Kk HapaGoTke Ge7IK0BOro MPOIyKTa paswe-
oM 0ko70 21 K/[a, UTO COOTBETCTEOBATO PACHCTHOI BeMHIIe MOTEKYIAPHOTO BecA PEKOMOUHAHTHOTO
Geaka (puc. 3).
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M MapKep MOJeKyAHOTO Beca GETKOB; | — JWSAT IIETOK 10 MHAYKIIMH KCIIpeCCiily
T KAGKOR MIOCTE HHAYKLUH HKCTpECCHI, peKOMGHaNTHli GenoK lalls oboamatien 3pes10Kol

PutcytoK 3. DaeKTPOOPETINECKHH GHATIS TOAUTIENTHIOB KICTOHbIX MSaTOB E. coli

© wensio eiGopa ye 0B OHCTIH peronGnanTHoro Gernka lalB onpeae i ero PACTEOPINOCT, TP
sxenpecct B KaeTiax E. coli, Kak BALHO 13 pHCYHKa 4, ue7esoli Genox HAKAMMBAETCA b KCTRE B pacrno-
pioii ope.

M wapKep MOTEKY-PHOTO Beca GeK0B: 2 — PACTBOpUNAR (BpaKitts Jekoe:
3— HepacTBOpUMa (HpAKIIA GeAKOB (BITIOTCHIN)

Phcyrok 4. Oniperieseie pacTBOPHMOCTH Leesoro Genka

Meran-abuiiian XpoMATOrpadiA ABIFETCA BHICOROCTICUIGUIHLIM 1 HATCKIL NETOAOM oumeTKI
PeKOMBHHITHbX GETKOR BETIICTBIIE OTHOCHTCISHO BLICOKOTO CPOTCTEA 1 CMCLLIITHOCTI HEKOTOPHIX Me-
TannoB K JMHTOIMY, COAEPIKALIEMY WECTh HIH Gonee ocTatkos ricTamHa [13]. Tipn cosnanii TeHeTHUECKOI
KOMCpY KL U PKCTPSCCHTH LEAICROr TeHA B COCTAR HYKICOTILIHOI N0CTEOBATEbHOCTH Gi1H BKAIOUCHBI
YUACTKH, KOAHMPYIOULE FeKCarfCTHANNOBEIC Tark (puc. 2). D10 NO3BOIIO HCMIOJIL30BATH ATA OUNMCTKH Lieste-
6 Genka nieToA MeTann-aduHHOl xpovaTorpadyH. OHHCTKY GeTka MIPOBOMLIN B HATHBHLIN yEHOBIT,

113 pricyia  (10pOKII 8. 9) BIVIHO, HTO HCTIOAB30BAHBII METOZ OUHCTII MO3RONT o1y 4HTh npena-
paTH! peKoVGHHAKTHOrO Gerka ¢ weToToil He wetiee 95 %.

62 BecTHuk KaparanauHckoro yHuaepeuTeta




image80.jpeg
Srcnpeccnn n ouncTka Genia lalB Brucella spp.

M — MapKep MOTEKYARPHOTO Beca Senko; / — KIETOMHLIH AHIAT: 2 — KACTOUHbII AH3aT noene pbTpan;
3 — npoCKOK tepe3 KOMOHKY: 4~6 — MPOMBIBKIE; 7—8 — JTIOHPOBAHHE GeTka

Puicywok 5. DnektpodopeTitieckiii anais Genkopbix (pakuuii B Mpottecce O4HCTKH Leesoro Genxa lalB

Taroke Havi G518 POBEAEHA OUEHKA CTIOCOBHOCTH peKoMBHHANTHOrO Genka lalB cTivyHposaTh ry-
MOP@IBHELT IMMYRHbITT OTBST. JUTA STOFO MblIIIi GBLTH HMMY HISHPOBAHEL TDETIAPATOM PEKOMGHHAHTHOTO
Genka ¢ arbioBanTOM. HaMIuie aHTITE: K 11E/I€BOMY GEKy ONPEAC/ANI B AMHAMIKE HAMHNAA ¢ 20-X CYTOK
T0CIIE TEPBOIT HMMY HHZALLHH.

1

NS, DPL 20
09 —8—NS. DPI 27
08 NS, DPI 34
07 =S5, DPL 20
—w—$5, DPI 27
06
9SS, DPI 34

05
04

03

TlokazaTean ONTHYECKON TIOTHOCTH

Turp passenennii cLIBopoTOR

NS — HopMaTbHas ChIBOpOTKa; SS — criewndirieckan chBopoTka; DPI 20 — 20 cyTKH NOCHE HMMYHIBaLHI;
DPI27 — 27 eyTxit nocse nMmyHisawnis; DPI 34 — 34 cyTi mocae nMmynisaui

PHeyHOK 6. Pe3yIbTaTs! HMMyHODEPMENTHOTO anamiza

B pesysiiTate GhUI0 yCTAHOBAEHO, HTO peKOMGHHAHTHbII Gestok TalB BH3EIBACT B OPraHM3ME AKHBOTHbIX
BHIPAGOTKY CTIEI(IYECKIIX aHTHTen. MaKCHMATBHbIii THTP AHTHTEN B CHIBOPOTKE KPOBH ANBOTHEIX B HDA
oTweueH Ha 20-¢ CYTKH C HAtATa MMy HIALIH 1 cocTapin 1:64 000,
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Buigoowt

B pesyaibTate MpoBe/IeHHEIX HCCTEA0BANN GBUIA CO3ANA EHETINCCKa KOHCTPYKLIIA AUTH SKCTpECCHit
Genka [alB b kietkax £ coli. OTPabOTanb! ONTHMATLHbIE YCIOBIA IKCTPECCIH 1 OUHCTKH HETCBOTO PEKOM-
GiHAHTHOrO Genka. CTereH OMNCTKH GENlka COCTABILIA He Meree 95 %. TIpi HMMYHH3ALIN PeKOMGHHAHT-
i Geakon [alB B opranisMe Mblleli BHPAGATHIBAIOTCA AHTHTENA, ICTEKTHPYEMBIC B UMMYHO(GEPMEHTHON
anamrse, TlonyuenHbie pexomGuanTHbiii Gestok 1alB it criewhiiecKas ChBOPOTKA K HEMY BYYT HOMOAB30-
BaNb! PN Pa3paGOTKe MPOILIAKTIUECKILX TPENApaToB POTHS GpyLICNEsa KHBOTHELX.

Critcox mreparypsi

tokHsie Goneain wumotwses / TLT1. Hianos, K.A. TyprenGaes // O6mas smusooronorus, — 2013, —

2 Hpanon H.IL. Bpyueics supoTsrs 1 Mepst G0puus ¢ st yed. moc, / HLIT. Haaon, — Anwates: ATasiypa, 2007, — 610 c.
3

Aueron K. MouuTopitr it ananis amusootmiceroii cutyaunit no Gpyuennesy KPC s PK 3 2007-2012 roast / LK, Au
2012.—C. 79-86.

4 HGparion TT.LLL MomiTopuir niso0tiseckoli CHTYaIM 110 0050 OriacHsIM Gone3ram AuBOTIILX b PecnyGaike Kasax-
A, QAN 1 ORUIARNMBI NPOTII03 3aGonesanui 3a 2007-2012 rozs: ysed.noc. / TLILL HOparisos. — Actaia. 2013, — 74 ¢

EcnenGeros B.A. Auiaies Jmsootiieckoll CHTYaM fo Gpyneniesy xkuotibix b Kasaxcrane 3a 2013 ron / B.A. EctiewGe-

wetos, A.E. Envyxaveron, HLH. Auseros. — Anar

108, IL.C. Cuapoan, H.H. 3msaniia // Beern. Autalickoro roc., yu-1a. — 2017, — Ne 11, — C. 2529,
6 Ecneweron B.A. MowiTopuir i aliis onisootieckolt cntyani Spyucanca xnsorusix 8 Kasaxcrare sa 2011-2015 rr.
/B.A. Eeniewtcros, H.C. Coipuan, HH. 3umnia // Becr. Ybsiob. 10¢. ¢.-x03. akax. — 2017 — No I — C. 92-96.

7 Apase [1LK. Onrusirsauis Meponpusii npit Gpyliennese cemnsekoN03HCTAEIIILIN K HBOTHLIX B COBPEMCHHHX YCIOBIAX
/TLK. Apaxessi, C.K. [luvos // Berepiniapis. — 2013. — Ne 4. — C. 23-27.

8 Canmiia J1.B. CoBPeMEHHOS COCTORHHE BAKLMHONDOPHIIKTIKI 0¢0G0 OMacibiX ekttt / LB, Cannntia, BIT. Bonapes,
10.B Oeipup // TTpoGientt 0c0Go onacikix mitpexi, — 2016, — Ne 2. — C. 107-110.

9 de Figueiredo P. Pathogenesis and immunobiology of brucellosis: review of Brucella-host interactions / P. de Figueiredo,
T.A. Ficht, A. Rice-Ficht. C.A. Rossetti. L.G. Adams // American Saciety for Investigative Pathology. — 2015. — No. 185(6). —
P.1505-1517,

10 Crasta O.R. Genome sequence of Brucelia abortus vaceine strain $19 compared to virulent sirains yields candidate virulence
nes / O.R. Crasta, O. Folkerts, Z. Fei, S.P. Mane, C. Evans, S. Martino-Catt, B. Bricker. G. Yu, L. Du. B.W. Sobral // PLoS ONE.
2008. — Vol. 3(5). —P. 21-93

11 Commander N.J. The identification of two protective DNA vaceines from a panel of five plasmid constructs encoding Brucella,
melitensis 16M genes / N.J. Commander, S.A. Spencer, B.W. Wren, A.P. MacMillan // Vaccine. — 2007. — P. 43-54.

12 Laemmli, U.K. Cleavage of structural proteins sembly of the head of bacteriophage T4 / U.K. Lammli // Nature

~1970.— Vol. 227. — P. 680-685,

13 Hochuli E. Genetic approach to facililate purification of recombinant proteins with a novel metal chelate adsor-bent /
F. Hochuli, W. Bannwarth, H. Dobeli, R. Gentz, D. Stu-ber // Biotechnology. — 1988. — Vol. 6. — P. 1321-1325.

A.Y. Ucabex, .T. Taitnaxora, I.O. Ilsmmpiexond, B.M. Crpowxos, O.B. Uepssosa

Brucella spp. 1alB akybI3bInbIH SKCOPECCHSICHI KIHE Tazajay aici

COMFb HPLITAPE MAT WIADYAUILIMILIA YAIKeH 3SH KeATIpeTin aca KayinTi KyKNATS! aypyaapast cacyi
Tapaiybi Gafikarazst. JKYKATH aypyIapyen Kypecy 1t i MAHBIIb Kae EpCTIEKTHBT] TOCili — MMMYRIS!
TYPAC @ik a1y, BpYLeIes aypyiu 1R ATy YUl KA VAKBITTA KOJIQHBUITE BAKUHHATAD TyOe-
reiii earepy i k91Ie Kakcapry 1et Tanan eteni. Kayineis anc THIM Q1161 any KYPALIAPAL JAMBITYARFH
Gomamara Kaxer Garwirrapani Gipi — Brucella spp. anTHrenni akysizapan Konzany. KyMBICTHR Mak-
carha — Escherichia coli nerisinze GaxTepuas xcnpeccws aaicis naiinanaa oreipun, Brucella spp. TalB
PEKOMGHHAHTTA akyBI3HI ATy G0N TaGhLIA L, eprTey iep HaTIKeciNae wnbasyi TalB akykissin Koxrail-
Thin ren Brucella suis tenonix JTHK-ven avnmuiipienin, keilin GakTepusisik IKCHpeccuataRaTbin
PET28D (+) 5eKTOPHING KIONIALH. PeKOMOMHANTTE aKysisab MeTanT-aipiiuii Xpoatorpadis siciver
Tasapry it o . coli wacymachinbin ER2566 LITaMLia TYTAC Feitai JKenpecciiay Ab THin Al Kar-
Talfbl TAIUTQIMTT AUTBIHAB, AKYBIIN TASAPTY AApEkeci Ken aerersze 95 % kypas. Tall3 pexoMGHIIAIITTL aky-
BI3EH IMMMYNARY KESiHAC IePTXAHATBIK THUIKANAGPIHIH AFSICHIHAD HMMYHODEPMEHTT] TAAY AR AHLIKTIA-
Thi GHTIIEHEAC Malla GOTaTLNb KOPCETIAN. AMbIAFas PeXoMGHHIHTT AKYLI3 MATIZILI GpyNEnIEHitie
KAPCH! MPOILIAKTIKAILIK NPENapATTApIL! J3iICY YIUiH KOLIGHELTATEH Gonasl

Kinm co30¢p: PeXOMOHNANTTS KYSI3, KI0IAaY, KCUPCCEIA, GpYLEES, aNTIICHe ep.
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