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Агарланған MS қоректік ортасына отырғызылған қара сексеуіл  экспланттарын 250С 
температурада, 70% ылғалдылықта «Вinder» климокамерасына  өсіруге қойылды. 49-50 күн өткенде 
өсімдік дəнінен өскіндер өсіп шықты. Өсіп шыққан өскіндерді əрі қарай микроқалемшелеу арқылы 
көбейту үшін қолдандық.  

Эксплант ретінде қара сексеуіл өсімдігінің дəнін, бір жылдық өркенін глицин, аскорбин қышқылы, 
мезо-инозит жəне сахарозамен байытылған, əмбебап MS қоректік ортасына отырғызылды.  

Экспланттарда жүретін өсіп – өну, каллус түзілу процестерін ынталандыру үшін, байытылған MS 
қоректік ортасына концентрациялары жəне түрлі  ара – қатынастағы əр түрлі фитогормондар əсерін 
анықтауға арналған 4 нұсқа сынақтан өтті. Нəтижелер кестеде көрсетілген. 

Жұмысты қорыта келе, MS қоректік ортасына 2,4-Д (0,25 мг/л), кинетин (0,03 мг/л) жəне ИУК 
(0,05 мг/л) пен кинетин (0,03 мг/л) қосылған орталарда сексеуіл экспланттарында каллус түзілу 
процесі қарқынды жүрді. 
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Сравнение трансляционных энхансеров при синтезе in vitro белков оболочки  

A27L и L1R вируса оспы овец 
Работа посвящена сравнению эффективности вирусных и искусственных усилителей трансляции 

(энхансеров) при синтезе белков оболочки A27L и L1R вируса оспы овец в бесклеточной системе из зародышей 
пшеницы. Для сравнения использовались 5'-нетранслируемые последовательности (НТП) геномных РНК Y 
вируса картофеля (PVY), вируса гравировки табака (TEV), геномной РНК-4 вируса мозаики люцерны (AMV), 
искусственная нуклеотидная последовательность 5xARC1, а также 3'-НТП геномной РНК вируса табачной 
мозаики (TMV). Оценка эффективности усиления трансляции проводилась флуориметрически с помощью 
репортерного белка β-глюкуронидазы (GUS) и с помощью иммуноблотинга белков A27L и L1R. Показано, что 
анализируемые 5'-НТП значительно повышают синтез белков в сравнении с произвольной нуклеотидной 
последовательностью (pl), не обладающей свойствами трансляционного энхансера. 

Ключевые слова: энхансеры трансляции мРНК; бесклеточная система растений; синтез in vitro белков 
оболочки A27L и L1R; вирус оспы овец. 

 
Д.К. Бейсенов, Г.Э. Станбекова, А.В. Жигайлов, Б.Қ. Ысқақов 

Қой шешегі вирусы қабықшасының A27L мен L1R белоктары in vitro түзілгенде 
трансляциялық энхансерлерін салыстыру 

Жұмыс қабықшасының A27L мен L1R белоктары in vitro бидай ұрығының жүйесінде түзілгенде 
вирустардың жəне жасанды трансляциялық күшейткіштерінің (энхансерлерінің) тиімділігіне 
арналған.Салыстыру үшін картоп Ү вирусының геномдық РНҚ (PVY), темекі қырнақшы вирусының (TEV), 
жоңышқа əшекей вирусының геномдық РНҚ-4 (AMV), 5xARC1 жасанды тізбегі, жəне темекі əшекей 
вирусының геномдық РНҚ (TMV) пайдаланылды. Трансляция  күшейуінің  тиімділігі репортерлік белок β-
глюкуронидазаның (GUS) флуориметриясы жəне A27L мен L1R белоктары иммуноблотингі көмегімен 
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өткізілді. Сыналған 5'-ТТ,  белоктар түзілуін трансляциялық энхансер қасиеті жоқ кездейсоқ  жасалған 
нуклеотид тізбегімен (pl) салыстырғанда, əжептəуір өсіреді. 

Кілт сөздер: мРНҚ трансляцияның күшейткіштер, бидай ұрығының жүйесі, қабықшасының A27L мен L1R 
белоктарды in vitro синтездеу, қой шешегі вирусы. 
 

D.K. Beisenov, G.E. Stanbekova, A.V. Zhigailov, B.K. Iskakov 
Comparison of translational enhancers in the course of in vitro synthesis of sheep pox viral coat 

proteins A27L and L1R 
In this work the abilities of plant viral and artificial enhancers of mRNA translation to increase synthesis of sheep 

pox viral coat proteins A27L and L1R in wheat germ cell-free system is studied and compared. For such a comparison 
5' untranslated regions (UTRs) of genomic (g)RNAs of potato virus Y (PVY), tobacco etch virus (TEV), gRNA-4 of 
alfalfa mosaic virus (AMV), artificial enhancer 5xARC1, as well as 3' UTR of a tobacco mosaic virus (TMV) gRNA 
were used. The assessment of translation enhancement was made by measurement of activity of newly synthesized 
reporter protein β-glucuronidase (GUS) that hydrolyzes the fluorogenic substrate, as well as with the help of immuno-
blotting of proteins A27L and L1R. It is established that examined 5'-UTRs can considerably raise synthesis of proteins 
in comparison with arbitrary leader sequence (pl), which does not possess translational enhancer property. 

Keywords: enhancers of mRNA translation; plant cell-free system; synthesis in vitro of coat proteins A27L and 
L1R; sheep pox virus. 

 
Известно, что РНК большинства растительных вирусов с высокой эффективностью транслируются 

в клетке-хозяине благодаря наличию нуклеотидных последовательностей в 5' и 3' НТП, 
выполняющих роль трансляционных энхансеров. Данные РНК могут превосходить по 
конкурентности клеточные мРНК [1, 2]. 

Для сравнения в данной работе были выбраны НТП четырех вирусов относящихся к разным 
систематическим группам (5'PVY, 5'AMV, 5'TEV, 3'TMV), а также искусственная нуклеотидная 
последовательность ARC1 в пяти повторностях (5'5xARC1). 

Использование вирусных энхансеров возможный путь для повышения трансляции целевых 
белков. Примером таких целевых белков в данной работе являются белки оболочки A27L и L1R 
вируса оспы овец штамма, способные вызывать иммунный ответ у  животных [3, 4]. 

Оспа овец высоко контагиозное заболевание мелких жвачных, способное вызывать эпизоотии и 
наносить экономический ущерб. В Республике Казахстан и других постсоветских странах 
используются аттенуированные штаммы для профилактики заболевания [3]. Рекомбинантные 
вакцины на основе белков оболочки являются альтернативой при создании более безопасной 
вакцины. 

Материалы и методы 
Создание рекомбинантных ДНК. Для создания ДНК-конструкций использовали любезно 

предоставленную Д.Р. Галли (Gallie D., Отдел Биохимии, Университет Калифор-нии) плазмиду pT7-
pl-GUS-TMV, сконструированную на основе вектора pBlueScript KS II(+). Данная плазмида содержит 
кДНК гена (uidA) репортерного белка β-глюкуронидазы [5], 5'НТП из 18 нуклеотидов (pl), не 
обладающая энхансерной способностью и 3’НТП вируса табачной мозаики (TMV). 

Для клонирования кДНК генов, кодирующих белки A27L и L1R использовали коммерческую 
плазмиду pET19b с поли-гистидиновой нуклеотидной последова-тельностью (HisTag) и 
компетентные клетки Escherichia coli штамма DH5. 

Рекомбинантные мРНК получали транскрипцией in vitro с помощью РНК-полимеразы 
бактериофага Т7 согласно [6]. 

Компьютерный анализ последователь-ностей вирусных РНК, взятых из базы данных NCBI (http: 
//www.ncbi.nlm.nih.gov) проводили с помощью программы Vector NTI 8.0. 

Трансляцию in vitro проводили в бесклеточной системе из зародышей пшеницы (Triticum aestivum 
L.) сорта «Казахстанская 10», полученной согласно [7]. Реакционная смесь объемом 25 мкл 
содержала 20 мМ Трис-ОАс (рН 7,6), 90 мМ KOАc, 2.0 мМ Mg(ОАс)2, 1 мМ АТР, 0.1 мМ GTP, 10 мМ 
креатинфосфат («Fluka»), 0.12 мг/мл креатинфосфокиназы («Sigma»), 0.1 мМ спермидин, по 0.1 мМ 
каждой из 20 аминокислот, 1 мкг мРНК и 11 мкл экстракта из зародышей пшеницы, приго-
товленного согласно [8]. Реакционную смесь инкубировали в течение 1 ч при 26°С. 

Эффективность трансляции рекомбинант-ных мРНК, кодирующих белок β-глюкурони-дазу (GUS), 
определяли по активности GUS, которую измеряли флуориметрически [5] и выражали в условных 
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единицах. Эффектив-ность трансляции мРНК, кодирующих белки A27L и L1R определяли с 
помощью иммуноблотинга с последующей денситомет-рией, которую также выражали в условных 
единицах. 

Общие методы. Выделение ДНК, приготовление компетентных клеток Escherichia coli (E.coli), 
электрофорез ДНК и РНК в агарозном и полиакриламидном геле и трансформацию клеток E.coli 
проводили по стандартным методикам [9]. 

Результаты и их обсуждение 
Клонирование кДНК генов A27L и L1R. Амплифицированные с помощью полимеразной цепной 

реакции кДНК генов, кодирующие белки оболочки A27L и L1R были клонированы в вектор для 
бактериальной экспрессии белков pET19b для слияния с последовательностью, кодирующей 10 
гистидинов (HisTag). 

Создание конструкций для in vitro транскрипции. 15 полученных ДНК конструкций для in vitro 
транскрипции изображены на рисунке.  

 

 
 

Рисунок 1 – Плазмиды для in vitro транскрипции, содержащие промотор бактериофага Т7, His-Tag, один из 
5'НТП (pl, PVY, 5xARC1, AMV, TEV), один из кДНК генов белков GUS, A27L, L1R и 3'НТП (TMV) 

 
Рекомбинантные ДНК pGUS (PVY, 5xARC1, AMV, TEV) были получены путем встраивания в 

исходную плазмиду pT7-pl-GUS-TMV по сайтам рестрикции HindIII и NcoI фрагментов ДНК, 
содержащих 5'НТП, фланкированных теми же сайтами рестрикции. 

Рекомбинантные ДНК pA27L (pl, PVY, 5xARC1, AMV, TEV)  и pL1R (pl, PVY, 5xARC1, AMV, 
TEV) получали заменой кДНК гена uidA на нуклеотидную последо-вательность HisTag-A27L и 
HisTag-L1R из плазмид pET19b по рестрикционным сайтам NcoI-BamHI. 

Правильность полученных конструкций проверили с помощью рестрикционного анализа и 
секвенирования. 

Размеры рестрикционных фрагментов: 5'pl - 18пн, 5'PVY - 183пн, 5'5xARC1 -140пн, 5'AMV - 34пн, 
5'TEV - 143пн, кДНК гена uidA - 1873пн, HisTag-A27L - 528пн, HisTag-L1R - 645пн.  

 

 
 

Рисунок 2 – Уровень синтеза белка β-глюкуронидазы 
 
In vitro транскрипция мРНК. В качестве матрицы для in vitro транскрипции использовались 

описанные выше ДНК-конструкции, линеаризованные по сайту EcoRI. Для сравнения эффективности 
трансляции мРНК без 3'TMV, две ДНК-конструкции pPVYGUS и pTEVGUS были линеаризованы по 
рестрикционному сайту Acc65I и также транскрибированы. 
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Полученные РНК транскрипты, названные mGUS (pl, PVY, ARC1x5, AMV, TEV), mA27L (pl, 
PVY, ARC1x5, AMV, TEV), mL1R (pl, PVY, ARC1x5, AMV, TEV) использовались для трансляции 
белков GUS, HisTag-A27L и HisTag-L1R в бесклеточной системе из зародышей пшеницы. 
Результаты in vitro трансляции. По количеству активного белка β-глюкуронидазы видно, что 

анализируемые 5'НТП и 3'TMV значительно повышают синтез белков в сравнении с контрольной 
5'pl: 5'PVY в 4.33 раза 5'5xARC1 в 3.36 раза, 5'AMV в 2.3 раза, 5'TEV в 5,5 раза (рисунок 2).  

 

 
 

М – белковый маркер (размеры указаны), К+ - белки синтезированные в клетках E.coli, К- - система из 
зародышей пшеницы без трансляции рекомбинантных белков; цифрами снизу обозначены условные единицы 

эффективности трансляции 
 

Рисунок 3 – Иммуноблотинг белков A27L с антителами AntiHisTag (A) и иммуноблотинг белков L1R с 
антителами AntiHisTag (Б) 

 
В отсутствие 3'TMV уровень трансляции снижался приблизительно на 15%. 
Результат трансляции рекомбинантных белков оболочки вируса оспы овец оценивался с помощью 

иммуноблотинга со специфичными антителами к белкам A27L и L1R, а также с антителами к HisTag 
(рисунок 3) и последующей денситометрией блотов, выраженной в условных единицах. 

Таким образом, анализируемые НТП показали значительное усиление трансляции 
рекомбинантных мРНК. 
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