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РЕФЕРАТ

Отчет 51 с., 8 рис., 52 источника, 5 прил.
АЛЛЕРГИЯ, СЕНТИТИЗАЦИЯ, МЫШЬ, ПОЛЫНЬ ГОРЬКАЯ, ПОЛЫНЬ ОБЫКНОВЕННАЯ, АНТИТЕЛА, ЦИТОКИНЫ, Т-КЛЕТКИ, КЛИНИКА, ГИСТОЛОГИЯ
Объект исследования – экстракты пыльцы полыни горькой и обыкновенной, а также мажорный рекомбинантный белок Art v1.
Цель работы – разработка и испытание на мышиной модели новой потенциально эффективной, безопасной и удобной формуляции аллергической вакцины для подкожной АСИТ ринита и бронхиальной астмы.
Методология проведения работы. В работе были использованы иммунологические и гистологические методы исследования. 
Результаты работы и их новизна. Впервые апробирована мышиная модель аллергического ринита и бронхиальной астмы с интраназальным (ИН) и интраперитониальным (ИП) режимами сентитизации и использованием экстрактов полыни горькой и обыкновенной, а также их микса. 
Установлено, что наиболее аллергизирующим действием обладал экстракт полыни обыкновенной, который при ИП режиме сентитизации у мышей формировал высокие значения общих и антиген-специфичных IgE антител, индуцировал выраженную поляризация иммунного ответа в сторону Th2 по соотношению IgG1/IgG2a антител, вызывал положительную реакцию в ушном тесте, периваскулярное и эозинофильное воспаление в легких с экспрессией аллергического провоспалительного цитокина IL-5. 
Область применения результатов – аллергология.

РЕФЕРАТ

[bookmark: _GoBack]Есеп 51 б., 8 сур., 52 әдебиет көздері, 5 қос.
АЛЛЕРГИЯ, СЕНТИТИЗАЦИЯ, ТЫШҚАН, АЩЫ ЖУСАН, ҚАРАПАЙЫМ ЖУСАН, АНТИДЕНЕЛЕР, ЦИТОКИНДЕР, T-ЖАСУШАЛАР, КЛИНИКА, ГИСТОЛОГИЯ
Зерттеу нысаны – ащы және қарапайым жусан тозаң сығындылары, сондай-ақ Art v1 мажорлы рекомбинантты ақуызы.
Жұмыстың мақсаты – теріастылық АҚИТ-ның ринит және бронх демікпесі үшін аллергиялық вакцинаның жаңа тиімді, қауіпсіз және ыңғайлы формуляциясын тышқанның моделінде жасау және сынақтан өткізу.
Ғылыми жұмыстың әдістемесі. Жұмыста иммунологиялық және гистологиялық зерттеу әдiстері қолданылды.
Жұмыс нәтижелері және олардың жаңалығы. Интраназалды (ИН) және интраперитониалды (ИП) режимдерімен ащы, қарапайым жусан және олардың араластырылған тозаң сығындыларын пайдалана отырып тышқандарда аллергиялық ринит пен бронх демікпесінің тудыру моделі сыналды. 
Ащы жусан сығындысы жоғары аллергенді әсерге ие екендігі анықталды, ол ИП сентитизация режимінде тышқандарда жалпы және антигенге тәуелді IgE антиденелерін қалыптастырды, IgG1/IgG2a антиденелерінің қатынасы бойынша айқын Th2 иммундық реакциясы поляризациясын тудырды және құлақ сынағында оң реакция тудырды, өкпеде периваскулярлы және эозинофильді қабыну, аллергиялық ИЛ-5 цитокинді аллергияға қарсы экспрессиямен айқындалды.
Қолдану салалары – аллергология.

ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения:
АСИТ – аллерген-специфическая иммунотерапия
ИН – интраназально
ИП – интраперитониально
SPF - Specific Pathogen Free
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ВВЕДЕНИЕ

Распространенность IgE-опосредованных аллергических заболеваний среди населения промышленно развитых стран достигло 35% [1,2], и, по оценкам экспертов прогнозируется их дальнейшее увеличение уже в следующем десятилетии [3, 4]. АСИТ впервые была выполнена Noon в 1911 году [5], и до сих пор представляет собой золотой стандарт для терапии пациентов с аллергическим ринитом, конъюнктивитом, астмой и аллергией к яду перепончатокрылых (аллергии I типа) [3,6]. В отличии от симптоматических методов лечения аллергии, АСИТ оказывает реальный лечебный эффект путем перестройки нежелательных аллерген-специфических гуморальных и Т-клеточных иммунных ответов от Th2 до смешанного Th1/T Reg [7]. АСИТ заключается в введении постепенно возрастающих количеств аллергена пациенту с IgE опосредованным аллергическим заболеванием с целью облегчения симптомов, возникающих при последующем контакте с причинным аллергеном [8].
На протяжении многих лет АСИТ проводится методом подкожного введения с использованием растворимых аллергенов в Северной Америке, либо экстрактов аллергенов, адъювантированных на гидроокиси или фосфате алюминия в Европе [6,9]. Подкожная АСИТ после полного курса обеспечивает длительный терапевтический эффект в отношении всех вышеуказанных видов аллергии [3,6]. Однако, данный способ иногда сопряжен с рядом нежелательных явлений местного (образование подкожных инфильтратов, дискомфорт и боль в месте инъекции) или системного (фатальная обструкция дыхательных путей и анафилаксия) характера. Поэтому инъекции аллергенов этим способом проводятся в специализированных медицинских учреждениях под наблюдением врача [10].
Альтернативным и наиболее безопасным является сублингвальный способ АСИТ с использованием аллергенов в форме таблеток или экстрактов. Этот способ АСИТ относительно недавно был лицензирован в ряде стран [11], и поэтому в последнее время все чаще начал использоваться практикующими аллергологами. Его достоинствами являются хорошая переносимость больными лечебных доз препаратов, возможность достижения очень высоких курсовых доз аллергена, низкая степень риска развития анафилактических реакций, отсутствие риска переноса опасных для жизни инфекций, существующий при инъекционном введении препаратов [12-14]. В ряде исследований эффективность этого метода АСИТ оценивается высоко, однако все же ниже чем с подкожным способом [15]. Основной недостаток этого способа связан с невозможностью одновременной десенсибилизации больных более чем двумя видами аллергенов. Кроме того, для данного метода АСИТ требуются высокие (50-100 раз выше по сравнению с подкожным способом) дозы аллергена, что существенно повышает ее стоимость [12]. Общим недостатком для подкожного и сублингвального способов АСИТ является слишком продолжительный курс терапии (от 3 до 5 лет) с многократными приемами аллергенов. Следствие чего, не многие пациенты завершают полный курс АСИТ [16]. 
Глобальная превалентность аллергических заболеваний, и вместе с тем не совершенность коммерчески доступных АСИТ, обуславливает необходимость поиска новых или усовершенствование существующих способов специфической терапии аллергии. К настоящему времени на стадии разработки находятся множество подходов по улучшению АСИТ, которые условно можно разделить на четыре категории: (1) изменение пути введения (внутрикожное и внутрилимфатическое введение) [17,18]; (2) модификация аллергена (химическая модификация аллергенов, получение рекомбинантных аллергенных белков или пептидов) [19-21]; (3) стимуляция врожденного иммунного ответа (использование CpG агонистов TLR-9, тирозина и монофосфорила липида А) [22,23]; (4) использование адъюванта и систем доставки (гидроксид или фосфат алюминия, пробиотики, бактериальные продукты, витамин Д, липосомы, вирусоподобные частицы, иммуностимулирующий комплекс ISCOMs, полимерные наночастицы) [24]. Среди них наиболее перспективным в плане улучшения действующих протоколов подкожной АСИТ на наш взгляд является подход, основанный на использовании адъювантов (adiuvar, с латинского означает «помощник»).     
Дело в том, что все нежелательные явления (местные и системные) самого распространенного подкожного АСИТ связаны с многократными инъекциями высоких доз аллергенов. С помощью адъювантов можно существенно уменьшить дозы аллергенов, а также сократить количество их инъекций, что положительно отражается на безопасности данного способа АСИТ [25].
Гидроксид или фосфат алюминия на сегодня являются наиболее широко используемыми (примерно в 75%-ных случаях) адъювантами при подкожной АСИТ. Инъекция адсорбированных алюминием аллергенов была эффективной и безопасной в различных АСИТ исследованиях с использованием не только подкожного, но и других парентеральных способов введения [26]. Сообщалось, что после продолжительной и повторной иммунизации аллергенов с алюминиевыми адъювантами происходило переключение иммунного ответа в сторону Treg/TH1 и уменьшение TH2 активации путем увеличения IgE-блокирующих IgG-антител. Несмотря на множество достоинств, тем не менее, алюминиевые адъюванты имеют некоторые серьезные недостатки. В первую очередь это связано с индукцией TH2 иммунного ответа (выработка IgE антител, эозинофилия и гранулематоз) в начале иммунотерапии, а также потенциальным влиянием на неврологические патологии. Кроме того, данный адъювант часто оказывает местные нежелательные реакции [27]. Следствие чего, поиск новых адъювантов, способных индуцировать толерантность, и при этом избегая индукции или усиления TH2 ответов, является актуальной задачей в иммунотерапии аллергических заболеваний. 
Возможным решением проблем действующих протоколов подкожных АСИТ может быть применение нового адъюванта AdvaxTM. Адъювант Advax™ представляет собой полисахаридное соединение, полученное из полифруктофуранозил-D-глюкозы в дельта-инулиновой конфигурации. Данный адъювант был получен ранее нашим партнером, профессором Петровским Н. (компания Vaxine Pty Ltd, Австралия), в рамках Программы разработки адъювантов при финансовой поддержке Национального института здоровья (NIH, США). Ранее на модели лабораторных животных AdvaxTM был успешно использован для повышения иммуногенности ряда вакцин против японского энцефалита, гепатита В, птичьего гриппа, ВИЧ, SARS, листериоза, сибирской язвы [28-34]. Кроме того, этот адъювант был широко исследован в сочетании с различными вакцинами (птичьи грипп Н5N1, сезонный грипп, гепатит В) [35,36] в более чем в 10 клинических испытаниях на людях, где в общей сложности участвовало свыше 3000 волонтеров. Во всех этих клинических исследованиях было отмечено существенное усиление иммуногенности вакцин без повышения их реактогенности. Показано, что адъювант AdvaxTM индуцирует как Тh1, так и Th2 CD4-Т-клеточные ответы, усиливает выработку IgG изотипов антител при этом без увеличения продукции IgE [30]. Указанное свойство AdvaxTM, учитывая тот факт, что главной целью АСИТ является увеличение IgG4 изотипа антител при постоянном подавлении IgE антител, делает его идеальным кандидатом-адъювантом для иммунотерапии аллергических заболеваний. Эффективность этого адъюванта уже подтверждено на стадии доклинических [37] и клинических (фаза 1/2) [38] исследований в отношении АСИТ против ядов насекомых (пчел и муравьев). Для достижения наилучшего эффекта дополнительно планируется использовать модификацию этого адъюванта, под условным названием SM55.2™. Данный адъювант представляет собой смесь AdvaxTM с другим известным адъювантом CpG, который стимулируют клетки, экспрессирующие Толл-подобный рецептор 9 (TLR9) и активируют гуморальный или клеточный иммунитет [40]. Адъювант SM55.2™ уже продемонстрировал свою высокую эффективность в составе вакцин против туберкулеза [40,41] и болезни Альцгеймера [42].
Таким образом, на основании представленных данных можно заключить, что адъювант AdvaxTM и его модификация SM55.2™ могут послужить хорошей альтернативой алюминиевым адъювантам в подкожной АСИТ. Предполагается, что с использованием одного из этих адъювантов удастся существенно улучшить действующие протоколы подкожной АСИТ за счет уменьшения доз аллергенов и сокращения количества их инъекций. В итоге это должно позволить не только повысить безопасность и терапевтическую эффективность подкожного способа АСИТ, но и ее удобство для пациентов.
Известно, что в идеале адъювант должен быть экономически выгодным в использовании, биоразлагаемым, нетоксичным, стабильным при длительном хранении и индуцировать соответствующий иммунный ответ [43]. Предлагаемые адъюванты полностью удовлетворяет всем этим требованиям. В отличии от алюминиевых адъювантов AdvaxTM приготовлен на основе природных полисахаридных соединений, которые полностью биоразлагаемы в организме и абсолютно безвредны для него [44]. При использовании AdvaxTM местные реакции менее выражены, чем с алюминиевыми адъювантами [45]. Кроме того, адъювант AdvaxTM чрезвычайно стабилен при хранении, даже при комнатной температуре, в течение не менее 20 лет. AdvaxTM используется путем его обычного перемешивания с антигеном/аллергеном непосредственно перед применением, что также является ее несомненным преимуществом.
Новизна работы заключается в том, что в настоящем проекте впервые будет получена и испытана на модели мышей новая формуляция аллергической вакцины, содержащей в составе адъювант AdvaxTM или SM55.2™, для подкожной АСИТ аллергического ринита и бронхиальной астмы. Еще одной принципиальной отличительной чертой предлагаемой новой вакциной формуляции является то, что она составляется путем обычного перемешивания аллергенов с адъювантом непосредственно перед применением в процедурном кабинете. Что же касается других коммерческих аллергических вакцин, то там адъюванты (гидроксид или фосфат алюминия, Л-тирозин, MPL) уже имеются в составе и для их формулирования требуются специализированные производственные условия.
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ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР

1 Выбор направления исследований 
В настоящее время в Казахстане, к сожалению, АСИТ является недостаточно распространенным методом лечения. Это связано с особенностями регистрации экстрактов аллергенов и практически полным отсутствием зарегистрированных препаратов для АСИТ [официальный портал уполномоченного органа, www.dari.kz], малой плотностью населения, делающей развитие аллергослужбы и АСИТ проблемной с экономической точки зрения. Лишь небольшое количество государственных и частных медицинских учреждений оказывают услуги по АСИТ, однако в своей работе они используют аллергены (как правило доступные по цене), зарегистрированные как биологически активные добавки (продукция казахстанской компании ТОО «Бурли» для сублингвальной АСИТ), или завезенные по так называемому «разовому ввозу» с разрешения Министерства здравоохранения республики. 
Мы надеемся, что с помощью предлагаемого проекта в перспективе удастся решить ряд проблем медицинской службы Казахстана в области иммунотерапии аллергический заболеваний. В частности, будет предложен новый метод подкожной АСИТ основанный на использовании адъюванта AdvaxTM/SM55.2™, который предположительно будет не только безопасным и эффективным, но и более удобным в применении по сравнению со стандартными протоколами АСИТ. 
Известно, что самым удобным подкожным АСИТ для иммунотерапии аллергического ринита является коммерческий препарат Pollinex Quattro (Allergy Therapeutics, UK), который в составе содержит обработанные глутаровым альдегидом экстракты пыльцы растений, сорбированные на Л-тирозине и адъювантированные на MPL. Удобство это выражается необходимости всего 4 инъекций препарата с интервалом в неделю [46] (против 30 ежедневных инъекций со стандартными аллергенами или 13 инъекций с интервалом в неделю с вакцинами, адъювантированными гидроксидом или фосфатом алюминия). Но при этом его главным недостатком является высокая цена (около 800 Евро/курс), которая делает его недоступным для большинства развивающихся стран, в том числе для Казахстана, где средний ежемесячный доход населения составляет около 350 Евро. По этой причине, помимо эффективности, безопасности и удобства применения в настоящем проекте мы также преследуем цель получение формуляции аллергической вакцины с доступной ценой. 
Новая формуляция аллергической вакцины для подкожной АСИТ будет представлять собой смесь коммерческого лечебного экстракта пыльцы растений (предположительно производства компании Микроген, Россия; 40 Евро/курс) с одним из наиболее эффективных адъювантов AdvaxTM или SM55.2™, цена которых эквивалентна (около 1-2 Евро/доза) самому распространенному и дешевому адъюванту гидроокиси алюминия. С данной вакцинной формуляцией планируется уменьшить нагрузку аллергенов в 10-50 раз в сравнении со стандартным протоколом АСИТ, и тем самым снизить частоту местных нежелательных явлений (которая в среднем отмечается у 50% пациентов). Мы также предполагаем, что с использованием данной вакцинной формуляции до 4 введений аллергенов будет достаточно для обеспечения защиты от аллергии в течение одного года. Таким образом, цена курса подкожной АСИТ против аллергического ринита или бронхиальной астмы с нашей вакцинной формуляцией будет значительно ниже чем коммерческие аналоги (в 30-50 раз), и, следовательно, доступной для населения Казахстана.   
В случае если используемые коммерческие экстракты пыльцы растений (предположительно полыни) окажутся менее эффективными и безопасными в составе предлагаемой вакцинной формуляции, то вместо них будет использован рекомбинантный мажорный белок (Art v 1) пыльцы полыни. Выбор этого аллергена обусловлен тем, что в Казахстане наибольшую сенсибилизацию (68%) детей и подростков, страдающих аллергическим ринитом и бронхиальной астмой, вызывает пыльца полыни [47]. Ожидается, что в последующем это позволит нам транслировать результаты наших исследований на стадию клинических испытаний предлагаемой новой формуляции аллергической вакцины.
Целью проекта является разработка и испытание на мышиной модели новой потенциально эффективной, безопасной и удобной формуляции аллергической вакцины для подкожной АСИТ ринита и бронхиальной астмы.
Согласно календарному плану проекта на 2020 год (Приложение А) была поставлена следующая задача: 
- Воспроизводство и отработка мышиной модели аллергического ринита и бронхиальной астмы.


2 Материалы и методы
Интраназальная сентитизация мышей 
Для этого 8-12 недельным SPF Balb/c мышам (самки; n=10/группа, всего 30 мышей) вводили под эфирным наркозом экстракты пыльцы полыни горькой, обыкновенной и их микса (в соотношении 1:1, Бурли, Алматы, Казахстан) в концентрации 200 PNU/20 мкл (protein nitrogen unit) или только физраствор (20 мкл, n=5) в течение 6 дней подряд в течение первой и второй недель и 4 дня подряд в течение третьей недели (дни 0-5, 7-12 и 14-17). На 24 день у сентитизированных мышей отбирали образцы крови для исследования на общие IgE (ELISA MAX™ Standard Set Mouse IgE, BioLegend, USA согласно инструкции производителя), антиген-специфичные (к мажорному рекомбинантному белку Art v 1) IgE, а также IgG1/IgG2a и IgA антител в ИФА. Провокацию аллергической реакции у мышей проводили на 37, 39, 41 дни после начала сентитизации путем введения аллергена (200 PNU/20 мкл) интраназально под эфирным наркозом. После третьей провокации экстрактами аллергенов у мышей в течение 10 мин оценивали признаки аллергических проявлений (потирание носа, чихание, почесывание уха, куда вводился аллерген, покусывание хвоста), которые выражали количественно по каждому отдельному признаку и в их совокупности. Уровень аллергической реакции до провокации и после нее дополнительно оценивали по ушному интрадермальному тесту. Уровень воспаления легких у мышей (на 41 день) определяли с помощью гистологических исследований, а также путем определения провоспалительных цитокинов (IL-5 и IL-6) в гомогенатах легких (дополнительно определяли IgA антитела). С целью оценки аллерген-индуцированных сдвигов иммунной реакции, мышей, после провокации, подвергали эвтаназии, отбирали селезенку для определения CD4+/CD8+ клеток и цитокинового профиля (IL-4, IFN-gamma, IL-2, IL-10, IL-5, IL-6).       
Интраперитонеальная сентитизация мышей 
8-12 недельным SPF Balb/c мышам (n=10/группа, всего 30 мышей) внутрибрюшинно вводили два раза с интервалом в 14 суток экстракт пыльцы горькой, обыкновенной и их микса (в соотношении 1:1) в концентрации 1000 PNU/200 мкл (Бурли, Алматы, Казахстан), сорбированного на гидроокиси алюминия (Alhydrogel® adjuvant 2%, InvivoGen, USA; конечная концентрация ионов алюминия в суспензии 5 мг/мл) или только физраствор (200 мкл, n=5). На 24 день у сентитизированных мышей брали образцы крови для таких же исследований, что и в предыдущем пункте. Провокацию мышей производили на 37, 39, 41 дни после начала сенсибилизации путем интраназального введения экстрактов аллергенов (200 PNU/20 мкл). Дальнейшие исследования проводили аналогичного предыдущему пункту. 
Постановка ИФА 
96-луночные микротпланшеты иммобилизировали с 5 мкг/10 мл (планшет) рекомбинантного белка Art v 1 на коммерческом буфере (ELISA Coating Buffer, BioLegend) в течение ночи. На следующий день в планшеты заливали блокирующий раствор (ELISA Assay Diluent, #421203, BioLegend) в фосфатно-буферном растворе (ФБР) по 200 мкл/лунку и инкубировали при постоянном встряхивании (300-330 обор/мин на термошейкере PST-60HL, BIOSAN) в течение 1 ч при комнатной температуре. Затем планшеты четырежды промывали с ELISA Wash Buffer (# 421601, BioLegend) в ФБР. Образцы сыворотки крови мышей разводили в соотношении 1:5 (на IgE, IgG2a, IgA антитела) или 1:1000 (IgG1 антитела) с блокирующим раствором (при определении IgA антител надосадок гомогената легких вносился в цельном виде) вносили по 100 мкл в лунки и инкубировали при постоянном встряхивании (300-330 обор/мин) в течение 1,5-2 ч при комнатной температуре с перемешиванием. После промывки (4x), были добавлены анти-мышиные биотинилированные детектирующие антитела на IgE, IgG1, IgG2a, IgA (1:200, BioLegend, 100 мкл/лунку) и планшеты инкубировались (1 ч при комнатной температуре с перемешиванием). После дополнительной промывки (4x), планшеты инкубировались с HRP Streptavidin (# 405210, BioLegend, 1:1000, 100 мкл/лунка) в течение 30 минут при комнатной температуре с перемешиванием. После этого промывку (5х) повторяли, и по завершению которой заливали TMB субстрат (100 мкл/лунка). Цветную реакцию останавливали добавлением 2,5 М H2SO4 (100 мкл/лунку), и была измерена оптическая плотность (измерительная длина волны 450 нм, референс длина волны 630 нм) на анализаторе Stat Fax 2100 (Awareness Tech).  
Оценка цитокинового профиля 
Селезенку механически размельчали на отдельные клеточные суспензии с помощью клеточного сита (Falcon® 70µm Cell Strainer). Процедура измельчения выполнялась на чашке Петри с 10 мл 3%-го FBS (фетальная бычья сыворотка)-ФБР. Эритроциты были лизированы с помощью лизирующего буфера (150 мМ NH4Cl, 1 мМ КНСО3, 0.1mMNa2 ЭДТА, рН 7,3). Спленоциты культивировались в 5 % СО2 инкубаторе при 37 °С в 24-луночных плоскодонных планшетах в концентрации 1×106 клеток/лунка (1 мл) в среде RPMI-1640 с 20 mM HEPES и L-glutamine (R7388-1L, Sigma) и 10 % фетальной бычьей сыворотки (#TMS-013-B, Sigma) инактивированной нагреванием в присутствии 2 мкг очищенного рекомбинантного белка Art v1 (Mugwort Major pollen allergen Art v 1 protein, N-His Tag, AtaGenix) или без белка (контроль без стимуляции). Инкубация клеток проводилась в течение 72 часов, после чего надосадочная жидкость исследовалась на цитокины IL-4, IFN-gamma, IL-2, IL-10, IL-5, IL-6 с помощью коммерческих наборов ELISA MAX™ Deluxe Set Mouse (BioLegend), согласно инструкциям производителя. Оставшиеся клетки использовались идентификации CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов на проточном цитофлуориметре.   
Цитофлуориметрический анализ клеток
Фенотип клеток оценивали путем определения CD-маркеров с помощью проточной цитофлуориметрии. Для этого клетки инкубировали с антителами, специфичными к поверхностным маркерам 20 мин в темноте на льду. Использовали следующие антитела, меченные флуорохромами: PE anti-CD8a, FITC-anti-CD4 (Biolegend, США) в концентрации 0,25 мкг/100 мкл клеточной суспензии спленоцитов. После окончания инкубации клетки ресуспендировали в ФБР. Для каждого образца анализировали не менее 50х105 клеток на проточном цитометре Attune NxT (Thermo Fisher, США) с помощью программы Attune NxT Software (Thermo Fisher, США). Анализ Т-клеточных популяций проводили в гейте лимфоцитов, выделенном на FCS/SSC дот-плоте. Результатом исследования представляли в виде соотношения количества CD4+ к CD8+ клеткам. 
Ушной тест на аллергию
После курса сентитизации и провокации мышам интрадермально вводили в одну ушную раковину 10 мкл (100 PNU) экстрактов аллергена и физраствор (контрольные группы). Спустя 1.5-2 часа после инъекции определяли толщину обеих ушных раковин (с и без инъекции аллергена) с помощью микрометра электронного цифрового МКЦ-25 DSWQ0-100II (Китай). Отечностью на месте введения аллергена рассчитывали по разнице толщины ушных раковин мыши, и выражали в мм.      
Гистологические исследования
Степень периваскулярного воспаления, а также эозинофильной инфильтрации в легких определяли по бальной системе, описанной в [48]. Если коротко, для гистологии тканей мыши были умерщвлены путем цервикальной дислокации. Легкие восстанавливались и фиксировались в 10% формальдегиде и помещались в парафиновый воск. Срезы окрашивали гематоксилином и эозином для определения клеточных инфильтратов. Проводилась полуколичественная оценка как периваскулярного воспаления, так и эозинофильной инфильтрации. Нормальному легкому (без воспаления) была дана оценка (-); низкие баллы (+) были присвоены мультифокальным периваскулярным инфильтратам. Среднюю оценку (++) получали секции с более рассеянными инфильтратами. Отметка (+++) была дана секциям с выраженным и диффузным воспалением периваскулярных сосудов. Количество эозинофилов оценивалось для каждой мыши при 40-кратном увеличении в 10 полях случайным образом выбранных по всему легкому. Результаты были выражены в виде среднего подсчета на группу, количество крестов выражались в соответствующих цифрах.
Статистическая обработка результатов исследования
Использовались общепринятые способы статистической обработки экспериментально полученных выборок варьирующих переменных. Определяли среднее значение выборки (Х), среднеквадратичную ошибку (m). Достоверность различий между показателями и группами определяли с использованием статистической программы Graph Pad Prism 8 (Graph Pad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Значение Р < 0.05 считали значимым.
Содержание животных и биоэтические аспекты
Весь цикл работ с лабораторными животными выполнялся в виварии для разведения лабораторных животных (питомнике) Национального научного центра особо опасных инфекций им. М. Айкимбаева (ННЦООИ) МЗ РК.  В качестве основы для содержания SPF животных использовали микроизоляторную технологию (микроизоляторы) в индивидуально-вентилируемых комплексах Labproduct & Allentown (США) наряду с имеющимися инженерными системами и оборудованием (рисунок 1). 
В качестве тест-моделей использовали SPF инбредных мышей линии BALB/с производства Envigo (www.envigo.com), сертификат здоровья прилагается (Приложение Б). В 2019 году проведен мониторинг здоровья животных аккредитованной ICLAS (International Council for Laboratory Animal Science) компанией ООО «Белки-биотехнологии» (Приложение В) в соответствие с требованиями FELASA (Federation of Laboratory Animal Science Associations).
В соответствие с национальными и международными стандартами [49-51] лабораторным животным обеспечивали неограниченный доступ к корму и воде ad libitum (неограниченно) и оптимальные условия окружающей среды: температура воздуха – 20-24°С, влажность воздуха – 45-65%, освещенность – 325-350 Lx, уровень шума – не более 60 дБ, объем воздуха на одно животное – 0,25 куб.м/ч, скорость воздухопотока – 0,2 м/с, число животных на одну клетку не более 10 голов, минимальная площадь клетки – от 180 см2, нормы расхода полнорационного корма для взрослых животных – 12 г/гол в сутки, для молодняка – 5-8 г/гол в сутки. Лабораторным животным был обеспечен ежедневный ветеринарный контроль, условия поддержания нормального состояния здоровья, возможность удовлетворения физиологических и поведенческих потребностей, и быстрое устранение факторов, могущих повлечь стресс и страдания животных.
Для кормления животных использовали полнорационный автоклавируемый гранулированный корм для лабораторных животных SSNIFF (www.sniff.com), стандартизованный, обогащенный витаминами, аминокислотами и минералами (62 элемента), в составе корма не менее 19-22% сырого протеина, без животных и ростовых добавок, без антибиотиков, с сертификатом качества ИСО 9001. 
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Рисунок 1 – Содержание SPF лабораторных животных в микроизоляторах 

В качестве подстилочного материала использовали подстил Rehofix MK-2000 производства компании JRS (www.jrs.de), автоклавируемый, обеспыленный, изготовленный из натуральных материалов, с высокой абсорбционной способностью, совместимый с вентилируемыми комплексами. 
Исследования с лабораторными мышами проводились согласно Протоколу №3 от 16.06.2020 г., одобренному Институциональным комитетом по содержанию и использованию лабораторных животных Национального научного центра особо опасных инфекций имени М. Айкимбаева (Приложение Г).

3 Результаты исследований
3.1 Воспроизводство и отработка мышиной модели аллергического ринита/бронхиальной астмы 
Для аллергической сентитизации были использованы экстракты полыни горькой и обыкновенной, а также их микс, являющиеся причинными аллергенами большинства поллинозов населения Казахстана [47]. Сентитизация вызывалась двумя способами, путем интраперитониального (ИП) и интраназального (ИН) введения согласно ранее описанной схеме [52] с небольшими нашими модификациями. Уровень аллергизации мышей в зависимости от метода сентитизации и вида аллергена оценивали по антительному (общие и антиген-специфичные IgE, IgG1, IgG2a, IgA антитела), цитокиновому, клеточному иммунным ответам, а также клиническим признакам и гистологическим исследованиям.       
3.1.1 Антительный ответ у мышей на аллергическую сентитизацию и провокацию
Результаты исследований показали (рисунок 2А и Б), что ИН и ИП режимы сентитизации у мышей приводят к формированию как общих, так антиген-специфичных (к мажорному рекомбинантному белку Art V1) аллергических IgE антител. При этом наиболее существенные значения общих IgE антител отмечались в группах мышей с ИП режимом сентитизации (экстракты горькой и обыкновенной полыни, Р=0,018-0,0026 против соответствующих контрольных групп). ИН провокация мышей экстрактами аллергенов привела к более чем существенному увеличению уровня общих и антиген-специфичных IgE антител в группах животных с ИП режимом сентитизации (Р= 0,0015- <0.0001 против соответствующих контрольных групп), которые были существенно выше чем в группах с ИП режимом сентитизации (Р= 0,0015- <0.0001 соответствующая группа с ИП сентитизацией). Важно подчеркнуть, что в группе мышей с ИП сентитизацией, где использовался экстракт полыни горькой, антиген-специфичные IgE антитела даже после провокации не были существенными (Р=0,95) в сравнении с соответствующей контрольной группой. Данный факт мы сначала связали с мажорным рекомбинантным белком Art V1, который возможно имеет меньшую перекрестную реактивность с экстрактом горькой полыни. Однако даже при использовании экстракта горькой полыни в качестве антигена в ИФА, мы получали идентичные результаты (данные не показаны).
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ИН – интраназальный; ИП – интраперитониальный, (*) P = 0.03-<0.0001 в отношении соответствующей контрольной группы; (□) P = 0.0036-<0.0001 в отношении соответствующего класса антител IgG2a; (օ) P = 0.0096-<0.0001 в отношении соответствующей группы сентитизации; # P = 0.0272-<0.0001
Рисунок 2 – Специфический антительный ответ у SPF мышей линии BALB/c после сентитизации и аллергической провокации экстрактами полыни
 
В отношении формирования антиген-специфичных IgG1 (Р=0,028-<0.0001) и IgG2a (Р=0,026-<0.0001) антител с ИП режимом сентитизации был также более эффективен по сравнению с ИН сентитизацией (рисунок 2В). Уровни IgG1 (Р<0.0001) и IgG2a (Р=0,014-0,0012) антител при ИП режиме сентитизации имели не только существенные значения в сравнении с соответствующими контрольными группами, но и имели выраженную поляризацию в сторону Th-1 иммунного ответа (доминирование IgG1 изотипа антител над IgG2a, Р=0,0036-<0.0001). Следует отметить, что среди групп мышей с ИП сентитизацией значения IgG1 и IgG2a антител были разными, и меньше всего формировались у животных, которым вводили экстракт горькой полыни (Р=0,016-<0.0001 в отношении других опытных групп после сентитизации). ИН провокация мышей экстрактами аллергенов не оказала влияния на уровень антиген-специфичных IgG1 антител. Однако примечательным было то, что уровень IgG2a антител у мышей с ИП режимом сентитизации (полынь обыкновенная и микс полыней) после провокации был не существенным (Р=0,83-> 0,999) относительно соответствующих контрольных групп. Данный факт указывает на то, что после провокации в указанных группах животных отмечалось усиление Th1 поляризованного иммунного ответа. 
Одновременно у сентитизированных мышей после провокации (рисунок 2Г) определяли уровни антиген-специфичных IgA типа антител в сыворотке крови, а также гомогенатах легких (1/2 часть легкого в 1 мл RPMI). Существенное накопление IgA антител было выявлено лишь в легких мышей, сентитизированных ИП режимом используя экстракт полыни обыкновенной (Р=0,006 против соответствующего контроля; Р=0,02-<0.0001 против других опытных групп).
3.1.2 Цитокиновый профиль и иммунограмма мышей после провокации	
После провокации экстрактами аллергенов всех мышей подвергали эвтаназии и отбирали образцы селезенки для оценки антиген-специфичного цитокинового профиля, а также детекции CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов. Всего оценка велась по 6 наиболее значимым цитокинам (IL-4, IFN-gamma, IL-2, IL-10, IL-5, IL-6) в спленоцитах в ответ на стимуляцию rArt V1 белком. Установлено (рисунок 3) отсутствие существенной (Р>0,05) экспрессии цитокинов в сравнении с соответствующими контролями, то есть сдвиг в сторону Th2 иммунного ответа не наблюдался. Напротив, при оценке соотношения CD4+/CD8+ клеток (рисунок 4) в группе с ИП режимом сентитизации при использовании микса полыней отмечена выраженная (Р=0,041 против соответствующего контроля) поляризация в сторону Th2 иммунного ответа, которая была существенно выше (Р=0,034-<0.0001) чем во всех других опытных группах.    
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NS – несущественная разница
Рисунок 3 – Индуцированная rArt V1 белком цитокиновый профиль у SPF мышей линии BALB/c после провокации экстрактами различных видов полыни  
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ИН – интраназальный; ИП – интраперитониальный, (*) P = 0.041 в отношении соответствующей контрольной группы; # P = 0.034-0.0005
Рисунок 4 – Индуцированная rArt V1 белком иммунограмма CD4+/CD8+ клеток в суспензии спленоцитов SPF мышей линии BALB/c после провокации экстрактами различных видов полыни
3.1.3 Клиническое наблюдение за сентитизированными мышами после сентитизации и провокации
Проявление аллергических реакций у мышей после провокации оценивали по характерным клиническим признакам ринита (потирание носа, чихание) и других дополнительных проявлений (почесывание уха, куда вводился аллерген; покусывание хвоста). Наличие аллергии дополнительно подтверждали с помощью итрадермального ушного теста. 
Установлено (рисунок 5А), что во всех группах мышей после провокации, включая контрольные, которым интраназально вводили физиологический раствор, отмечались наблюдались такие признаки как потирание носа (непрерывной многократное потирание засчитывали за одно), почесывание уха. Наибольшее проявление этих признаков отмечалось в опытных группах, однако они не имели статистически достоверной разницы от таковых соответствующих контрольных групп. Примечательным является то, что исключительно в группе мышей, сентитизированных ИН режимом с экстрактом горькой полыни, отмечался признак с покусыванием собственного хвоста, который также наблюдался в процессе сентитизации. При этом хвосты покрывались многочисленными кровоизлияниями (рисунок 6). 
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	ИН – интраназальный; ИП – интраперитониальный, (*) P = 0.0023-<0.0001 в отношении соответствующей контрольной группы; # P = 0.044-<0.0001. (А) – клинические признаки аллергических реакций (потирание носа, почесывание уха, куда вводился аллерген, покусывание хвоста); (Б) – ушной тест.
Рисунок 5 – Клинические проявления аллергических реакций у SPF мышей линии BALB/c после сентитизации и провокации экстрактами различных видов полыни  
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	Рисунок – 6   Вид хвостов мышей в результате их покусывания

Ушной тест (рисунок 5Б) показал наличие выраженной аллергии после провокации в группах мышей с ИП режимом сентитизации, где использовались экстракты горькой и обыкновенной полыни (Р=0,0023-<0.0001 в отношении соответствующей контрольной группы). При этом уровень отека ушной раковины в группе животных с горькой полынью был существенно выше (Р=0,044-<0.0001) чем в других опытных группах. 
3.1.4 Оценка воспалительных и деструктивных изменений в легких мышей после аллергической провокации
Для этой цели у мышей всех групп после эвтаназии отбирались легкие, часть которых фиксировалась 10% формальдегидом для гистологических исследований, а другая часть гомогенизировалась в RPMI для измерения провоспалительных цитокинов (IL-5, IL-6).
 Гистологический анализ легких (рисунок 7) показал наличие периваскулярного воспаления в легких мышей всех опытных групп, однако наиболее выражены (Р=0,034-0,0061 против соответствующих контролей) оно было в группах с ИП режимом сентитизации при использовании экстрактов полыни обыкновенной и микса полыней, а также в одной группе с ИН режимом сентитизации (микс полыней). Что касается количества эозинофилов в легких, ответственных за аллергическое воспаление, то их существенное (Р<0.0001) накопление в сравнении с соответствующими контролями наблюдали во всех опытных группах (рисунок 7). Однако наибольшее количество эозинофилов наблюдалось с ИП режимом сентитизации при использовании полыни обыкновенной, которое к тому же было существенно выше (Р<0.0001) в сравнении с ИН режимами сентитизации. Детальное описание деструктивных изменений в легких мышей с гистологическими снимками приведены в Приложении Д.
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ИН – интраназальный; ИП – интраперитониальный, (*) P = 0.034-<0.0001 в отношении соответствующей контрольной группы; # P <0.0001. Масштаб периваскулярного воспаления выражался по количеству крестов (от 0 до 4), которые переводились в соответствующие цифры для анализа.
Рисунок 7 – Гистологический анализ легких SPF мышей линии BALB/c после провокации экстрактами различных видов полыни  
Оценка провоспалительных цитокинов (рисунок 8) в гомогенатах легких мышей показала, что существенная (Р=0,022 против соответствующего контроля) экспрессия цитокина IL-5 (ответственен за аллергическое воспаление) отмечалась у мышей группы с ИП режимом сентитизации, где использовался экстракт полыни обыкновенной. К тому же, этот показатель существенно (Р=0.0005-<0.0001) превосходил таковые данные в группах с ИН режимом сентитизации. В отношении общевоспалительного цитокина IL-6 наиболее высокие (Р=0.003 против соответствующего контроля; Р=0.0017-0.0002 против групп с ИН сентитизацией) данные демонстрировала группа с ИП режимом сентитизации при использовании экстракта из микса полыней.       
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	ИН – интраназальный; ИП – интраперитониальный, (*) P = 0.026-0.003 в отношении соответствующей контрольной группы; # P = 0.0041-<0.0001. 
Рисунок 8 – Оценка уровня аллергических провоспалительных цитокинов в гомогенатах легких SPF мышей линии BALB/c после провокации экстрактами различных видов полыни  


4 Обобщение и оценка результатов исследований 
В текущем году согласно календарному плану проекта были проведены исследования по воспроизводству и отработке мышиной модели аллергического ринита и бронхиальной астмы. Как уже ранее отмечалось для сентитизации BALB/c мышей мы использовали два наиболее распространенного вида полыни и их смесь, ответственные за наибольшие случаи сезонного поллиноза в Казахстане. Следует отметить, что в настоящей работе впервые экстракты полыни используются для сентитизации мышей, и в связи с этим были определенные риски по возможному не достижению ожидаемых результатов. В этой связи, помимо ранее описанных эффективных ИП методов сентитизации мышей, где преимущественно использовались в качестве аллергена - белок овальбумина (яичный белок), мы применили ИН метод сентитизации. При оценке уровня аллергизации мышей в зависимости от метода сентитизации и вида аллергена мы использовали комплексный подход, который включал изучение антительного (общие и антиген-специфичные IgE, IgG1, IgG2a, IgA антитела), цитокинового, клеточного иммунного ответов, клинических признаков и гистологический анализ легких. В ходе этих исследований мы не получили абсолютно однозначных и сопоставимых данных по всем изучаемым параметрам в отношении какой-либо одной группы. Например, в группе мышей с ИН сентитизацией при использовании экстракта горькой полыни мы наблюдали интересное проявление аллергической реакции в виде покусывания хвоста. Однако при этом у этих мышей отсутствовали общие и антиген-специфичные аллергические IgE антитела, отрицательными были результаты ушного теста, никаких деструктивных изменений в легких не наблюдалось. Очевидным было то, что ИП режим сентитизации был эффективнее по сравнению с ИН режимом. При этом среди испытанных аллергенов наиболее аллергизирующим был экстракт полыни обыкновенной, который при ИП режиме сентитизации у мышей: 1) формировал высокие значения общих и антиген-специфичных IgE антител; 2) по соотношению IgG1/IgG2a антител индуцировал выраженную поляризация иммунного ответа в сторону Th2; 3) положительно реагировал в ушном тесте; 4) вызывал периваскулярное и эозинофильное воспаление в легких с экспрессией аллергического провоспалительного цитокина IL-5. 
Запланированная на 2020 год задача проекта была выполнена в полном объеме. Достоверность полученных данных обеспечена количеством достаточной выборки животных (n=10 в опытных, n=5 в контрольных группах), а также методами адекватной статистической обработки результатов исследований. Уровень дизайна и глубина исследований позволили получить новые экспериментальные данные с хорошими публикационными возможностями. Воспроизводимость полученных результатов исследований будет оценена в следующем эксперименте, где будут оцениваться новые методы АСИТ. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые апробирована мышиная модель аллергического ринита и бронхиальной астмы с ИН и ИП режимами сентитизации и использованием экстрактов полыни горькой и обыкновенной, а также их микса. 
Установлено, что наиболее аллергизирующим действием обладал экстракт полыни обыкновенной, который при ИП режиме сентитизации у мышей формировал высокие значения общих и антиген-специфичных IgE антител, индуцировал выраженную поляризация иммунного ответа в сторону Th2 по соотношению IgG1/IgG2a антител, вызывал положительную реакцию в ушном тесте, периваскулярное и эозинофильное воспаление в легких с экспрессией аллергического провоспалительного цитокина IL-5. В дальнейших исследованиях для разработки нового метода АСИТ решено использовать именно этот режим сентитизации мышей. 
Задачи проекта по календарному плану за 2020 год выполнены в полном объеме.   
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ПРИЛОЖЕНИЕ А
Измененный календарный план проекта АР08051924 на 2020-2022 годы
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б
Сертификат SPF статуса мышей BALB/c производства Envigo
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ПРИЛОЖЕНИЕ В
	Результаты мониторинга здоровья лабораторных мышей линии BALB/c от ООО «Белки-Биотехнологии»
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ПРИЛОЖЕНИЕ Г
Протокол институционального комитета по содержанию и использованию лабораторных животных Национального научного центра особо опасных инфекций имени М. Айкимбаева
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д
Гистологические снимки с описанием деструктивных изменений в легких мышей после провокации экстрактами аллергенов
Интраназальное введение

1. Полынь горькая. Морфологическая структура паренхимы органа неоднородная, с множественными зонами альвеолярной эмфиземы. В эмфизематозных участках альвеолярные перегородки истончены, четкой границы между соседними альвеолами нет, они сливаются друг с другом, иногда образуя воздушные полости (рисунок Г1). Просвет трахеи и главных бронхов не изменен. Имеются отдельно расположенные небольшие участки легких, где альвеолярная перегородка утолщена, за счет инфильтрации лимфоцитов и единичных эозинофильных клеток и полнокровием капилляров. Вокруг зоны, где наблюдается утолщение альвеолярных перегородок кровеносные сосуды гиперемированы. Вокруг крупных сосудов и бронхов отмечается умеренная пролиферация клеток (рисунок Г2).

[image: C:\Users\Амангельды\Downloads\6-2 (1).bmp]
Рисунок Г1 - Альвеолярная эмфизема легких. Окрашен гематоксилин-эозином. Х200
[image: C:\Users\Амангельды\Downloads\7-6.bmp]
Рисунок Г2 - Легкие. Полнокровие кровеносных сосудов. Утолщение
альвеолярных перегородок. Окрашен гематоксилин-эозином. Х200


 2. Полынь обыкновенная. В легких альвеолы сильно растянуты, стенки  истончены, альвеолярные капилляры сужены, содержит мало эритроцитов. Во многих местах альвеолярные перегородки атрофированы вследствие длительного их растяжение с последующим разрывом и слиянием отдельных альвеол в крупные воздушные полости (рис.3).В некоторых альвеолярных полостях содержится отечная жидкость, которая окрашена эозином в розовый цвет. Имеются участки легких, где альвеолярные перегородки утолщены, капилляры полнокровные и отмечается инфильтрация лимфоцитов и единичные эозинофильные лейкоциты (рисунки Г3 и 4). Крупные кровеносные сосуды полнокровные.
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Рисунок Г3 - Легкие. Эмфизема легких. Утолщение альвеолярных перегородок. Окрашен гематоксилин-эозином. Х200
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Рисунок Г4 - Легкие. Эмфизема легких. Утолщение альвеолярных перегородок.

3. Микс полыней. Под микроскопом альвеолы растянуты, стенки истончены (атро¬фия от давления), капилляры суже¬ны, содержат мало эритроцитов. Имеются отдельные зоны, где межальвеолярные перегородки утолщены за счет инфильтрации лимфоцитов и единичных эозинофильных лейкоцитов. В межальвеолярных перегородках капилляры расширены и в некоторых альвеолярных полостях содержится жидкость окрашенная эозином в розовый цвет. Просвет трахеи и главных бронхов не изменен, стенки уплотнены. Уплотнение, утолщение стенок долевых и сегментарных бронхов с перибронховаскулярным интерстициальным усилением. Корни легких структурны, не расширены.
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Рисунок Г5 - Легкие. Эмфизема легких. Утолщение альвеолярных перегородок. Окрашен гематоксилин-эозином. Х200
Интраперитонеальное введение
Полынь горькая. Большая площадь легких находится в состоянии альвеолярной эмфиземы (рисунок Г6). Альвеолы сильно расширены и заполнены воздухом. В отдельных участках легких имеются зоны, где альвеолярные перегородки сильно утолщены и полость альвеол сужена. В этих зонах кровеносные сосуды полнокровные. Вокруг кровеносных сосудов имеется инфильтрация лимфоцитов и единичных эозинофильных лейкоцитов (рисунок Г7). А также в утолщенных альвеолярных перегородках отмечается пролиферация лимфоцитов и эозинофильных лейкоцитов.
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Рисунок Г6 - Легкие. Альвеолярная эмфизема легких. Окрашен гематоксилин-эозином. Х200.
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Рисунок Г7 - Легкие. Альвеолярная эмфизема и зоны утолщения альвеолярной перегородки в легких. Окрашен гематоксилин-эозином. Х200
Полынь обыкновенная. Морфологическая структура паренхимы органа неоднородная, с множественными зонами альвеолярной эмфиземы. В эмфизематозных участках альвеолярные перегородки истончены, четкой границы между соседними альвеолами нет, они сливаются друг с другом, иногда образуя воздушные полости (рисунок Г8). А также имеются зоны где альвеолярные перегородки утолщены и инфильтрированы лимфоцитами и эозинофильными лейкоцитами. Вокруг крупных сосудов имеется инфильтрация клеток преимущественно из лимфоцитов и эозинофильных лейкоцитов.
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Рисунок Г8 - Легкие. Альвеолярная эмфизема и зоны утолщения альвеолярной перегородки в легких. Окрашен гематоксилин-эозином. Х200

Микс полыней. Общая структура легких неоднородная. Имеются участки легких в состоянии острой альвеолярной эмфиземы, где полость альвеолы сильно расширены и заполнены воздухом. Также отмечается разрывы альвеолярной перегородки с образованием больших воздушных полостей. В этих участках кровеносные сосуды сдавлены и уменьшены в размере. Имеются отдельные зоны где кровеносные сосуды расширены, альвеолярные перегородки утолщены за счет инфильтрации клеток лимфоцитов и эозинофильных лейкоцитов. Также отмечается инфильтрация клеток вокруг кровеносных сосудов и бронхов.
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Рисунок Г9 - Легкие. Альвеолярная эмфизема и зоны утолщения альвеолярной перегородки в легких. Окрашен гематоксилин-эозином. Х200

image2.jpeg
Pyxosoanrens HUP, & S E Kaiicap K. Ta6smon

pykosonurens MIIB, TIOANHCE, aTa (BBE/IEHHE, 3aKIIOUEHHE)
KaHJI. BET. HayK, podeccop

OTB. HCTIO/HHUTENTD, CT. HAYYH. Kaiipar K. Ta6smoB

cotp., PhD (paszern 3)

HWcnonuurenu:

Cr. Hayus. cotp., é@ V.11 Canrabaesa (paszen 3)
PhD o, aTa

Creruanuct T.T. Hypriercos (pasnen 3)

noanucy, fata

Cnenuanuct @% M.E. Babaesa (pazgen 3)
noarvce, 1ata

5 —
HopmokoHTpoIIB =7 R = M.B. PeicGaes
OAMHC, 1aTa




image3.png




image4.tiff
D
N

.
.

.

.

.
.
.
.
.
.
.
.

g

. I

.

R
.
B
.
.
.
.
B

.

. .

.

-
-
.
.
.
I
.
-

I

.

.
.
I
.
.
.
R
B

.

e

e

.

I I




image5.tiff
. .

.
.
.
.
.
.
.

B

.
.
.
.
.
.
.





image6.tiff
.

.
.





image7.tiff
15+

104

KonunuecTBo npusHakos

KnuHunyeckoe npusHaku
MonbiHb ropbkas (MH)
MonbiHb o06bikHoBEHHaSA (MH)
Mwke nonbireit (UH)
KoHTponb (MH)
KoHTponb (UM)
MonbiHb ropbkas (UM)
MonbiHb 06blkHOBEeHHast ()
Mwukc nonbiHein (U)

e“+’$‘°:+:°é \\@393-0—206‘ e‘&&:’&:"é \&*39‘@-:06‘ e‘&?z‘oi'\i-:oé @*393\"':0“& §*&°?\"':°°& e»“é‘%‘oi"':"é
& R + & & & & + & +
& & & & &
R R
© & OQ’ &$ o&; &f OQ’ &P
b
YwHom Tect
El [lonbiHb ropbkas (MH)
Bl [lonbiHb 06blkHOBEHHas (MH)
B Mwukc nonbiHen (MH)
B KoHTtponb (MH)
0.6q mm KoHTponb (M) |
Hl [lonbiHb ropbkas (MIM) H H
Bl [onblHb 06blkHOBEHHAs (MIM) * L H
0.4 mm Mukc nonbiHeit (VM) . 1
'
i
2 0.2 —





image8.jpeg




image9.jpeg




image10.tiff
.

.

.

.

I .
. I
. E e
. i
.
.

. .




image11.tiff
.
-

.
.
-

.

.
.
.

I
-
.

.

.





image12.jpeg
Jounoanureasnoe cornamenne Ne 1
K Jlorosopy na rpanropoe $uHancHpoBanme
Ne 105 o1 «27» man 2020 roxa

r. Hyp - Cyaran « /’O » (28 2020 rona

Tocynapertsenroe yupesxaenne «Kowurer Haykn Munucrepersa obpasoanus HayKn
Pecny6nukn  Kasaxcrany, HMeHyemMoe B jpanbHeiimem 3akazuuk, B JMIe  npejcenatess
Kypmanramesoii XK. JT., AcHicTByIoumii Ha ocHoamkH  [Tonoskenns 0 Komnurere maykm,
YTBEPXKACHHOTO TipuKasoM OTBETCTBEHHOro cekperaps ot 10 wmons 2018 roma Ne 169-K, u
TpHKa3oM MukHCTPa 06pasoBanns u Haykn PK ot 25 Aekabps 2019 roma Ne 169-xx, ¢ omHoi
CTOPOHBI, H HEKOMMepuyecKkoe aKIMoHepHOoe obuecTso «Kasaxckuii HaLHOHANIBHBIH arpapHsIit
YHUBEPCHTET), UMEHyeMoe B janbheiimem Wcnonmnrens, B JIALE TIPOPEKTOpa MO (PHHAHCOBO-
OKOHOMHYECKHM H TPABOBEIM BompocaM Kanmsibamimoii E.M. JeliCTBYIOmeEro Ha ocHoBaHMH
Aosepersoctr Ne08-01-01-891 ot 29 mions 2019 roIa, ¢ Jpyroif CTOPOHBI, 1alee COBMECTHO
umenyemble CTOPOHBI, Ha OCHOBAHHH CTATHH 401, 402 I'paxnanckoro Komekca Pecry6imikn
Kasaxcran, 3akona Pecny6inkn Kasaxcran ot 18 (espans 2011 roga «O HayKe», II0CTaHOBJICHHS
Ipaeutenserra Pecny6muxu Kasaxcran or 25 mas 2011 roua Ne 575 «O6 yrBepkaennu Ilpaun
GasoBoro, rpantoBoro, TPOTPAMMHO-LENEBOr0  (pHHAHCHPOBAHAS HAYYHOH W (i)  HayuHO-
TEXHHUECKOH JICATEIBHOCTHY, MOCTAHOBICHUS Ipasurensersa Pecny6mnkn Kasaxcran ot 16 Mast
2011 roga Ne 519 «O HAMOHANBHBIX HAYYHBIX COBETAX» W pelleHmit Haunonanbueix Haydnsx
COBETOB 10  mpuopuTeTaM  «YCTOiuMBOE  passHTHe ArpoNpOMBIIIIEHHOr0  KOMIUIEKCA |
6e30macHOCTh CeNbeKOX03SiiCTBeHHOI poaykumm» (Bbimkcka Ne 1 n3 TIpotokona 3acemamms Ne 4
o1 5 asrycra 2020 roga) n «Hayka o su3Hm 1 370poBbe» (BbIMKCKA No3 M3 MPOTOKO/IA 3acenanms
Ne§ ot 10 mions 2020 roza) saxmounnu Hacrosiee JlononHuTensHOe cornamenne K JI0rOBOpPY
Ne 105 or 27 mas 2020 roxa (nanee — Jlorosop) 1 npuILTH K coramen o o HHKECIIEyIOIIEeM:

1. B npunoxennu 1.1 (npoexm AP08053397) x Horosopy mynkt 2.3 (Koneunwiii
pesynomam) pazzena 2 u3NOKHTE B CIeNYrOIIEH perakunm:

«2.3 Koneunslii pesynprar:
-3a 2020 200:
“TPOBEICH NMATEHTHBIH IOHCK O TEXHONOTHAX MPOU3BOACTBA JKHPOBBIX IIPOAYKTOB;
-6yner ony6mmkosan 1 Tesuc B MatepHaiax MeKAyHapOAHbIX KOH(pepeHuii;
-OymeT momama sasBka Ha  cmocoG/cocTas TPOH3BOACTBA  JKHPOBOTO  NPOAYKTA €O
cEanancnposauHmm KHPHO-KHCIIOTHBIM COCTABOM
-3a 2021 200:
- MPOBC/ICH NATEHTHBII IOKCK O TEXHOIOrUAX MPOM3BOACTBA JKHPOBBIX IPOJYKTOB;
-paapaGoraHo COOTHOLICHHE KOMIOHEHTOB JuUIst NPUTOTOBJICHUS  JKUPOBBIX MNPOAYKTOB CO
cbanarCHpOBAHHBIM KHPHO-KHCIOTHBIM COCTaBOM;
-2 Te3uca B MaTepHanax MEKIYHAPOIHBIX KOH(EPEHIIHii;
-2 CTaTbH B KypHarax, pekomenosannbix KKCOH ¢ HEHYJIEBBIM MMIIAKT-(hakTopom;
~PaspaGoTaHEl TEXHONOTHH H PENENTYpHl KHPOBBIX TPOAYKTOB €O COANaHCHPOBAHHBIM JKHPHO-
KHCIIOTHBIM COCTABOM;
-OYZyT yCTaHOBJIEHHI IoMyCTHMEIe CPOKH XPAHEHHS KHPOBBIX IIPO/IYKTOB.
-3a 2022 200:
“NPOBE/ICH MATEHTHBIH OKCK O TEXHOIOHSX NPOU3BOACTBA JKHPOBBIX TIPOYKTOB;
-paspaboTana  HOpMaTHBHas ZOKYMEHTAIMS  MPOM3BOACTBA  JKMPOBBIX ~ MPOZYKTOB €O
CﬁaﬂaHCHpOBaHHLIM JKHPHO-KHCJIOTHBIM COCTABOM (peuenTprl, TEXHOTOrHYECKHe HHCTPYKLHH,
TIPOEKT CTaHJapTa OpraHH3amiH);
-ony6MKoBaHbl | cTaThs B KypHanax, pexomennosauublx KKCOH ¢ HEHYJICBBIM HMITaKT-
(baxTopom u 2 tesnca B MaTepHaiax MEKIyHapoAHbIX KOH(ePEHIHii;
-onyGiHKoBakbl 2 CTaThi B 3apyGexKHBIX PCUCH3HPYEMBIX HayYHbIX JKypHaJax HHJIEKCHPYEMBIX
MEKIyHapoaHbIME Gasamu nanusix Web of Science, xomsmmx mu6o s 1 (mepBsrif),
6o 2 (eTopoif), mibo 3 (tpermit), u/muGo 4 (YeTBEpTHI)  KBAPTHIH K (wm) umeromux
npouentins no Cite Score e 6aze Scopus me menee 20 (aBaguarp).
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-omy0muKoBaHa | MOHOrpadusy.

Iynxter 2, 6 pasmena 3 3a 2020 ron, myHKT 6 3a 2021 ron, myHKT 6 3a 2022 rox

H3JI0XKHTE B CIIEIYIOMIEN PEAAKIIHH:

2020 rox
2 | Pa3paGoTka KOMIIOHEHTHOTO cocTaBa i | VIIOHb Jo 15 Hauara paspaGorka Hax
000CHOBAHKE TEXHOJIOTHYECKHUX 2020 HOAOPS | COOTHOLIEHHEM KOMIIOHEHTOB
PEIKHMOB JKHPOBBIX TIPOJTYKTOB 2020 1 Havarta paGoTa Haj
00ocHOBaHHEM
TEXHOJIOTHYECKHX PEXKUMOB
JUISL IPUTOTOBIICHHS JKHPOBBIX
TPOIYKTOB
6 | OnyGinKoBaHue pe3yabTaToB Okts16ps | lo 15 Bynyt onmy6mukosans:
HCCIIC/IOBAaHUH B U3/IaHUSX C HEHYJIEBBIM | 2020 HOsiOpst |1  Tesuc B Martepumanmax
HMMIIAKT-(aKTOPOM, B TOM JHCIIE 2020 MEIKAYHapOIHbIX
3apyOeNHEBIX H3NAHHUIX H MaTepHarax koH(bepeHuHit.
MEXTYHAPOIHBIX KOH(EpEeHIMit
2021 rog
6 | Omy0ImKoBaHKE Pe3yIBTATOR HAnBape  |Hos6ps |Byayr ony6nukopass::
HCCIIE/0BAHNH B U3JAHUAX C HEHyIeBbM | 2021 2021 2 crathM B KypHauax,
MMIIaKT-paKTOPOM, B TOM YHCIIE pexomengoBanabix KKCOH ¢
3apy0eKHBIX H3TAHMSIX i MaTepHazax HEHYJIeBBIM HMIIaKT
MEJKIyHAPOIHBIX KOH(EPEHITHI (bakTopoM;
2 Tesuca B MarepHanax
MEKTYHAPOIHBIX
KOHEepeHIHIL.
2022 rox
6 | Omy6MKoBaHKeE Pe3yILTATOR SmBapy | Hosibps | ByayT omy6mukosansr:
HCCIIENIOBAHMI B H3NAHHUSX C He HyJeBbM | 2022 2022 2 cratem B 3apybexHbIX
HMIAKT-(QaKTopoM, B TOM YHCIIE PELEH3UPYEMBIX HAYUHBIX
3apy0eXHBIX H3J[aHUSIX 1 MaTepUallax KypHaNaX  MHIEKCHDPYEMBIX
MEXKIYHapOIHbIX KOH(pepeHIHit MEJK/1yHapOIHBIMU Hazamu
maHEBIX ~ Web of Science,
BXOIAIHUX 00 B 1

(mepBerif), nmudo 2 (Bropoii),
6o 3 (tpermit), u/nmubo 4
(geTBepTHIit) KBapTHIH U
(MJ1M) MMEIOLIMX MPOLEHTHIb
no Cite Score B 6aze Scopus
He MeHee 20 (IBaaaTs).

1 crates B IKypHajax,
pexomennoBanasx KKCOH ¢

HEHYJIEBBIM HMIAaKT
(baxtopom;

2 Te3uca B  Marepuanax
MEXKAYHAPOJHBIX
KOH(epeHIui.

1 moHOrpadms.

3 B npunoxennn 1.3 (npoexm AP 08051924) x Jlorosopy, pasaen 3 (Haumenosanue
padom, cpoxu ux peanuzayuu u pesynomamot) U3NOKUTD B CIEAYIOUIEH PeIaKIHu:

Iudp HaumenoBanue padoT 1o
3ananus, | JIoroBOpY ¥ OCHOBHBIE STAITB
oTana €r0 BBIITONHEHHS

CpoK BBIITOTHEHHS

Hayaino

OKOH-
YyaHue

OsKimaeMblii pe3yasTar
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Bocnpoussoactso u orpadorka
MBILUMHOH MOJENH
AJUIEPruvecKOro PUHATA U
GPOHXMATBHOM aCTMEI

Arnpens
2020

Jo 15

HOSIOpst
2020

Byzer BhinonHeHo BOCTIPOM3BOACTBO
W 0TpaboTka MBILIMHON MOZJENH
aJl1epryyeckoro PHUHHTA H
GpOHXHAIIBHOM acTMbl.

Bynyt wucnbrransi - orpaGoramer
HHTpaHa3aJIbHbIA "
HMHTParnepHTOHe A bHBIH METOABI
A3POAIEPTEHHON  CEHCUOMTH3ALIMK
Mblied. byner sbibpan Hantyquwmii
cnocob aspoasuiepreHHon
CeHCHOMTH3aLmu MblLEH s
JabHEHAIIHX HCCIIeI0BaHHIH

Ionyyenwue, ucrbiranue 1 BLIGOP
Haubosee shdhekTuBHOIL
(bopMmynsumn annepruyeckoii
BaKLMHBI 11191 noakoxkHOH ACUT

SlaBape
2021

Hioms
2021

Byner monyuena, ucmerrana u
BbiOpana  HauGonee sdpexTHBHAS
bopmynsiums aJIEPruyYecKoi
BaKLMHbBI 1J151 TOAKOKHOH ACHUT.

Ha ocHoee agsiosanTos Advax™
i SMS55.2™ GyxyT npUroToBIeHb!
o YeTBIpex opmynsumit
AIIePrueckoll  BakumHel,  Byner
OLICHEH TMOTEHUHAI MPEeITOKEHHBIX
HOBBIX BAKLUMHHBIX (OPMYIALME [T
noakoxkHod ACHT, a Taxke BbiGpan
camblif 3O HEKTHBHBIN cpenu HUX s
JaibHEeHLIMX HCCIIe[0BaHMIA.

Byner nopana oama saseka Ha
HALHOHAJIBHBIH NaTeHT*.

npuMeanue - B CJy4ae €C/ih He
Oyner nomaHa 3aseka M MOMydeH
HalHOHAIBHBIN NaTeHT Ha
H300peTeHHe B NEPHOA pealu3aliH
npoekra (10 01 Hos6ps 2022 roaa),
TO BMECTO HETO COITIACHO YCIOBHSIM
KOHKypca, OyayT mpencTaneHs 2
CTaThU B OTEYECTBEHHBIX M3NAHHAX C
HEHYJIeBbIM MMOaKT-(hakTopom
(pexomennoBannsix KKCOH).

Byner omy6nukoBana 1 crates B
pPeueH3upyeMoM 3apyGexHoM
Hay4HOM u3nanun Web of Science
(1-3  kBapTWiH) WM uMeromem
npouenthns mo Cite Score B Gase
Scopus He Menee 35*

[pumeuanne - Cratbs Gyger
ony6ukosana 10 01 Hosbpa 2022
roga

OtpaboTKa ONTHMAIBHOTO peskuMa
noaxoxHo# ACHT ¢ BbIGpaHO#M
dopmysnsiumeit anneprideckoii
BAKLIMHbLI HA MOJENH MbILIei

Asryct
2021

Amnpens
2022

Byner  oTpaGotan  onTuManbHbIi
pexum  nogkoxkHod ACHUT ¢
BbIGpaHHOI bopmynsumeii
am(eprnqecxoﬁ BaKLKMHbI HA MOIC/IH
MbILIEH,

Bynmer ouenena sdpextuBHOCTS
JECEHTH3aLUN MblLLEH B
3aBUCHMOCTH 0T pexuma ACHUT
(pasnuuHble Harpysku anneprema,
KPAaTHOCTb M HMHTEPBAl HHBEKLMH).
Byner Bribpan camuiii addexrupmbiii
v Oesonachpiii  pexum  ACHT
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JLIEPruyecKoro PHHHTA HIH
GpOHXMANIBHOH acTMBI Ha MoJe/H

MbILIEH.
Byner ony6nukosana 1 cratbs B
PpeLeH3upyemMom 3apy0OexRkHOM

HayyHoM usmauun Web of Science
(1-3  xBapTuau) WM  uMmerowem
npouentuab no Cite Score B Gaze
Scopus He Menee 35*

Ipuveyanne - Crates Gymer
ony6nukosana g0 01 HosGps 2022

rojia.
4. [posesenne noknuumecknx Jlo 1 Bynyr npoBeaensl moxmMHHueckue
MCCIIe/IOBaHMI HOBOH 2022 HOSOps | MceenoBanus GesomacHocTw,
(bopmynsiuum anteprudeckoii 2022 HMMYHOT€HHOCTH U 3(¢eKTHBHOCTH
BaKLMHBI 11 nogkoskHoit ACUT TPEATIOXKEHHOH HOBOH  QopMysmu
AJIEPrUYECKON BAKLIHBI s

nonkoxkHoi ACHT amrepruueckoro
PHHHTA W GPOHXHAIBHOH aCTMBI.
By,ue'r COCTaBJIEH OT4YeT o
JIOKJTHHHYECKOM HCIIbITAHHH
npenapara.

Byner  nomysen  narent  Ha
nso6perenne PK unu ony6nukoBanb
2 CTATbU B OTEUECTBEHHBIX H3AHHSIX
C  HEHyNeBBIM  MMMaKT-(akTopom
(pexoMennoBannsix KKCOH)

2. Hacrosimee JI0mo/HUTeNBHOE COTALICHHE ABIAETCS HEOThEMIEMOIL 4acThio Jlorosopa u
BCTYIACT B CHITy C MOMCHTA €r0 NOJIUCAHHS CTOPOHAMH H JiecTyeT 10 31 mexabps 2022 roza.

3. Vcnosus Jloroeopa, e 3aTPOHYTBIC HACTOAIMM JIONOJHHTENBHEIM COTVIANIEHHEM,
OCTAlOTCsl B HEM3MEHHOM BHE, 1 CTOPOHBI IIOATBEPIKAAIOT [0 HUM CBOH 0BS3aTeIbCTRA.

4. JlononHATeNIbHOE COrNALICHHE COCTABICHO B IBYX OK3EMITISIPaX, O OHOMY IK3EMILISpY
IS Ka)KIOH U3 CTOPOH, MMEIONINX OHHAKOBYIO FOPHINUECKYIO CHITY.

IOpuamnueckue agpeca cropon:

«3aKazaHK»:

I'Y «Komurer nayki MunmcTepeTBa
obpasoBanus u Hayku PecryGmuku
Kasaxcran»

r. Hyp -Cynran, npocnekt Monrinix En, 8
BHMH 061140007608

BHMK KKMFKZ2A

MWK KZ92070101KSN0000000
K6e 11

PI'Y «Komurer Kasnaueiicrpa
Mumuctepersa Gunancos PK»

Kypmanraanesa JK.J{

«HMcnosmurensy:

HexomMepueckoe — axumonepHoe  06LecTBO
«Kazaxcxuit HallMOHABHEIH arpapHeIi
YHHBEPCHTET)

r. Anmartsl, mip. A6as,8

BHMH 990 240 00 606

BUK KC JB KZ KX

UMK KZ518560000000011879
K6e 17

AO «banxk Lentp Kpemnty»
Ten. 8(727) 27-5-37, 22-06-72
g«‘(\\“
ﬁ

D
st
G
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"m?":wn P ; 5 g 5 g e:::::‘ § ::’::B‘;ﬁ‘:::: Metog Natoren — Hpaasa;NE) —
L3 naGoparopus) ,2; 6 | 78
120619 | ICR(CDT) | W |wew | 67 | 123 2] BFs 12002015123 | W®A | Mouse Hepatitis Virus - - -
120619 Balbic | _|m 89 | 458 2| BFs 12062019456 | WA | Mouse rotavirus (EDIM) - - -
120619 | CS7BLS | u_|w 59 | 789 2| BFs 12062019789 | V®A | Theiler's murine encephalomyelitis virus [ - - -
1.0 (fereTeck VA |Murine norovirus - - -
MNoarotoBneno otnpasHTenom: woswpuumpozznise opral MUP | Minute Virus of Mice - - -
9npo6 na NUP_|Mouse Parvovirus NS1 - - -
Mnasma er NUP_|Mouse Parvovirus VP2 - - -
Cuizoporka 3 xon nup_ | Helicobacter spp. - & -
Dexanun 3 t=usonsop nup | Pasteureita pneumotropica + + +
Caabui 3 2=Gapeep nup_| Streptococci b-haemolytic (not group D) | - : -
Her paseepens 3=oHBeRIHOHaNLHSIE nup_streptococcus preumoniae - - -

Komventapay naGopatopyh:

4=npyme.

+ | Nonowrensras
: Morpasras

- |Heraenan
TC |Hecneundmeckan
HAL He seinononkanu

Nara npuema: 12.06.19

Moanuce: Koxestykosa E.H.
| Aata sbinonnenuA: 16.06.19
Noanuce: Kowestmkosa E.H.

Raxy Fur®”

OTnpasuTens MMTOMHMK naBopaTopHbIx XMBOTHLIX KHLIZKN
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Owaman PETLia TXB «Haunonaawnsil — PUTLwa TIXB cHaumonaaunnii naysnbii Aasarunciil puanaa P na TIXB
uentp Guotexnoorumy KH MOH PR uenTp 0c060 OnACHBIX WHGCKUNiT «Haunonaasnuiil pedepenThbiil uentp no
b AavaTel wwenn M. AitiuviGaenan M3 PR serepunapuin KBKuH MCX PK

MHCTHTYUHOHATLHBIN KOMHTET 110 COAEPAAHIIO 1 HCNO0J1B30BAHNIO J1A00PATOPHBIX KHBOTHLIX HHIIOOHW n
LenTpanshoii peepenTioii 1adopatopun

MPOTOKOJI Ne3

3acenanne
MHETHTYLHOHAILHOT0 KOMITETA 110 COAEPRARMIO 1 HCTOIEL30BAHNIO Ta50PATOPHBIX
anpornsix HHIIOOM um, M. Aitknvdaesa u Ilenrpaabuoii pedepenTroii 1adoparopun

Jlata 3acenanns: 16.06.2020 r.

3acenanne MKCHUIDK B ciity KapaHTHHHBIX MEP HE CMOIVIH [IPOBECTH B 04HOIT hopwme, 1oITOMY
obeysK/eHHe 3asBOK ObII0 MPOBE/ICHO 110 Tened)OHy, BOTCATY H 110 YIEKTPOHHOM MOUTE.

IMOBECTKA JIHSI

1. Tlostoproe paccmotpenne [IpoTokona 3asBKH HA  IIPOBCACHHCE IKCIICPHMEHTANILHBIX
JeeeoBanmii ¢ 1adopaTopHbiMi KuBOTHENMA N84 oT maGoparopun Haunonaasnoro
pedepenTHOTrO HEHTPA 110 BeTepuHapui (OTH. HCCACA0BATETL — ®upeosa C. A,
Cripeiv H.) Ha 451 1aGopaTopHbie MBI 1 840 MOPCKHX CBHHOK.

. Pacemorperme TTpoTokosa 3asBKH HA [IPOBC/ICHHE OKCIICPUMEHTAILHLIX HeeTeIoBaHki ¢
7aBopaTOpHBIMK AKHBOTHEIMH Ne87 oT Kaiicapa TaGemosa no xorosopy ¢ KasHAY mo
PaspaGorka HOBOil  opmysiun ANIEPIHYCCKOI  BAKINHBI LIS TIOROKHOI
azuepren-cnennGiteckoii HMMYHOTEPATII Ha 285 1aBopaTOPHBIX MBIIIEH.

3. Pacemorpenne [IpoTokonia 3asBKH HA NPOBE/ICHHE DKCHICPUMCHTANBHEIX HCe/Ie/IoBARKH ¢
siaGopatopHbIMm KMBOTHEME Ne88 or Katicapa TaGeiHoBa no Henbiranne 0TeuecTBEHHbIX

BAKUMH NPOTHB KOPOHABHPYCA SARS-CoV-2 na 95 ro08 1aG0opaToOpHBIX MblIEi JHHHN
BALB/c.

=)

[1poTOKOIA PACCMATPUBATHCE CIICILYIOUMMI HICHAMH UKCHJTDK:

- Tlporokon Ne84 — Gemos Katipar KaseiGacsuu, cTapwmii Hay4HbIA COTPYAHUK
HHLIOOU um. M. AiikimGacsa M3 PK.

- llporokon Ne87 - pUbIkOBa P.  A., IiaBHBIH cremmanuer  1aGoparopum
HALMOHATEHOM  KOJUICKUMH  JICTIOHMPOBAHHEIX  IITAMMOB  MHKDOOPraHH3MOB
Asmariickoro Quanaia HaimoRamsHoro pe)epeHTHOTO UEHTPA 110 BETCPHHAPHH MCX
PK.

- Tlporokon Ne88 — Kosanesa I'. I'., HasaibHik oTieia GHOJIOTO-TEXHOJIOTHYECKOI0
kontpo:s HHLLOOM myi. M. Afikivbaesa M3 PK.

Bonpoc Nel u 2: Pacemorpenne IIporokosion 3asskn o1 naGoparopuii HHIIOOW n HPIB Ha
TPOBEICHHE JKCTIEPHMEHTATBHBIX Heee10BanHi ¢ 7aBOPATOPHBIMH KHBOTHBIMH — JIOKJIALMHK
Typeremmesa [, A.

Typeremesa [ Au
B komurer MKCUJDK noctynwio 3 3asBKH Ha IIPOBCACHHC HeCIe/IoBanmit ¢
Jlil\’)k)pﬂll)pllbl'\ln JKMBOTHBIMH, CMOTPH TOBECTKY BBITIEC.
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®uanaa PETT ia TIXB «Hawnonaasnsii — PUTna TIXB «Haumonaasnbiii naysiii Aamaruncknii guanan PUI ua IXB
wentp Guorexnooriiy KH MOH PK uenTp 0coGo onacubx iderunit «Haunonaabubiil pedepentibiil uCHTp 10
B 1 AnMaTH wvtenn M. AlikumGaesan M3 PK erepunapuin KBKuH MCX PK

MHCTHTYUHOHAIBHBIT KOMHTET 110 COACP/RAHMIO U HCI0/1B30BAHNIO J1A00PATOPHBIX KIBOTHBIX HHLIOOMU n
LlenTpabHoil pedepentHoit 1adoparopui

gﬁ

Uyenst MKCHMJDK paceMOTpelld AaHHBIC MPOTOKOJA, OBCYMIIN ¢ 3asBUTENISIMH, BHECIH
HeoBxoMMble Hebompinie Koopekiun, Bee Tpu IlpoTokona, omns W3 HHX HPBIL mocie
10paGOTKL. PEKOMCHIOBAHBI K 0Z100PEHIIO B CBA3H © cobumosieHueM GHOITHUECKAX HOPM.

MMOCTAHOBMJIN: O106puTs 1ipe/IcTABICHHBIC TPOTOKOJIA Ul paboThN:

- TlowropHoe pacemorperne IlporTokona 3asBKH Ha TPOBEJCHHE 9KCIIEPHMEHTATBHBIX
HCCIIC/IOBAHIT ¢ TaBOPaTOPHBIMA KHBOTHBIMH Ne84 0T saGopatopnn HannonaibHoro
pedepeHTHOTO LEeHTPA 10 BeTepHHApHI (oTB. HeeseaoBaTedb — Gupcosa C. A., Coipbim
H.) Ha 451 nabopaTopHBIC MBIITH H 840 MOPCKMX CBHHOK.

- Paccmotpenne IlpoTokona 3asBKH Ha MPOBEACHHC IKCTIEPUMEHTATBHBIX HccnenoBanuil ¢
faGopaTopHBIMH KHUBOTHBIMI Ne87 o1 Kaitcapa TaGpiHoBa 10 J0r0BOPY € KasHAY 1o
PaspadoTka HOBOIT GOPMYJISILUI AIICPTHICCKON BAKIUITHBI 15 OAKOKRHOIT aJlIeprex-
cnennduyaeckoil HMMYHOTEpaTHi Ha 285 naBopaToPHBIX MbIIIEH.

- Pacemorpenne [IpoTOKONA 3asBKM HA TMPOBEJACHUC SKCTEPUMEHTAIBHLIX Hcee0BaHui ¢
naGopatopHbIMI KHBOTHEIMI Ne88 0T Kaiicapa Tademosa no Henbiranie oTeuecTBEHHBIX

BAKIHH TPOTHB KOPOHABHPYCA SARS-CoV-2 1a 95 ronos naGopaTopHBIX MbILUeH JHHHK
BALB
Tpesncenarens MKCUIDK Typerenanesa JI. A.

OTBETCTBEHHBIH CeKpeTaph C/O' Capmanraepa K. B.
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MunncTepeTso cenbekoro xossitctsa Pecriy6Giuku Kasaxcran

Hexommepueckoe axuuoneproe o6mecTs0
KA3AXCKWH HALIMOHAJIBHBIN ATPAPHBIM YHUBEPCUTET
(HAO KasHAY)

Hunexe VJIK 616.211-002.193: 616-022.8/9: 615.37: 612.017.1
Per. Ne 0120PK00050
Hus. Ne

YTBEPXJIAIO

P TI0 HayuHOH pabote 1
RAHBIM cBA3AM HAO KasHAY,

ALl Kypaexo
2020r.

O HAVYHO-UCCIIEJOBATEJILCKOM PABOTE

TI0 TEME:

PA3PABOTKA HOBOU dOPMVIISILIMK AJUIEPTUUECKOM BAKITMHBI JUL51
TOJIKOXXHOM AJIJIEPTEH-CIELUOHUYECKON UMMYHOTEPATIH
HPH AP08051924
(poMexyTOuHbIIT)

Pykososmrens HUP,

Pyxosoxutens MexaynapoaHoro uentpa
BakuuHonorny (MIIB), kann. Ber. Hayk, npodeccop = K.K. TabbiuoE

Anmarer 2020




