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	VSR
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КІРІСПЕ

Зерттеудің жалпы сипаттамасы. Диссертациялық жұмыс CRISPR/Cas13 жүйесін пайдалана отырып, өсімдіктердегі қызанақтың бұталы ергежейлігінің вирусына (Tomato Bushy Stunt Virus, TBSV) қарсы тұрақтылықты орнату үшін арналған зерттеулерді сипаттайды. Сонымен қатар, осы зерттеуде өсімдіктерді термиялық өңдеу мен РНҚ-интерференцияның супрессоры P19 ақуызымен ко-трансформациялау арқылы CRISPR/Cas13 жүйесінің тиімділігін арттырып, вирустық патогендерге қарсы тиімді қорғаныс стратегияларын жасау мүмкіндіктері сипатталған. Берілген жұмыста молекулалық биология мен гендік инженерияның әдістері қолданылған. 
Зерттеу тақырыбының өзектілігі. Дүниежүзінде өсімдіктердің вирустары егіннің сапасы мен мөлшерін төмендетіп, ауылшаруашылық дақылдардың өндірісіне айтарлықтай зиянын келтіреді. Қазақстанда вирустар дақылдарға зиянын келтіріп, экономикалық шығындарға әкеледі. Осыған байланысты, вирустық патогендерге қарсы өсімдіктердің төзімділігін арттыру мақсатында жаңа әдістерді жасау өсімдіктер биологиясы саласында маңызды рөл атқарады. 
CRISPR технологиясы өсімдіктердің өнімділігі мен қоршаған ортаның биотикалық және абиотикалық стресс факторларына тұрақтылығын арттыруында жаңа мүмкіндіктерді ашуда. Әсіресе, CRISPR-ді бағыттаушы молекулалар ретіндегі вирустық реттіліктерімен қоса пайдалану, вирусқа төзімді өсімдіктер линияларын алуға жағдай туғызады. Соңғы зерттеулер бойынша, CRISPR/Cas9 жүйесі вирустық нуклеин қышқылдарына талғамалы әсер ету арқылы өсімдіктерде иммунитет қалыптастыру үшін тиімді қолданыла алады. Сондай-ақ, бұл тәсіл қожайынның сезімталдығымен, әсіресе РНҚ вирустары кезінде, байланысты гендерге арнайы бағытталуына жағдай туғызады. Бағыттаушы РНҚ-сы бар CRISPR құрылымдарын әр түрлі жеткізу жүйелерін, соның ішінде бастысы – CRISPR гендерінің транзиентті экспрессиясын дайындау, өсімдіктер жасушасындағы трансгендерге қарсы қорғаныш механизмдерін іске қоса алады. РНҚ негізіндегі вирусқа қарсы технологияларды жасауда CRISPR/Cas13а қолдану мүмкіндігі туралы жарияланған жұмыстар бар. 
CRISPR/Cas жүйесін оңтайландырудың негізгі мәселелері эукариоттық жүйелерге тасымалдау әдістері, Cas туысына жататын нуклеазалардың мРНҚ мен гидтік РНҚ экспрессиясын жоғарылату үшін оңтайлы промоторларды таңдау болып табылады. Өсімдіктерде CRISPR/Cas жүйесінің төмен экспрессиясының болу факторларының бірі бөтен мРНҚ деградациясына бағытталған РНҚ-интерференция белсенділігі болып табылады. Осыған байланысты РНҚ-интерференцияның супрессоры – Р19 ақуызымен бірге мақсатты геннің ко-экспрессия әдісі кең қолданылады. Сонымен қатар, P19 ақуызының ко-экспрессиясы арқылы, Arabidopsis өсімдіктерінде CRISPR/Cas9 өңдеу жүйесінің тиімділігін арттыруға болатыны туралы жақын арадағы зерттеулер көрсеткен болатын [1]. Сондықтан, гендер өңдеу жүйесіндегі РНҚ-сайленсинг жолдары арасындағы функционалды өзара әрекеттесуі өте маңызды. 
Геном құрылымындағы айырмашылықтардан басқа, CRISPR/Cas белсенділігіне әсер ететін әртүрлі биологиялық жүйелер арасындағы тағы бір аутқитын мәселе температура болып табылады. Температура көптеген биологиялық параметрлерге әсер етеді және олардың кейбіреулері (ферменттік реакцияның кинетикасы, хроматин құрылымы, ДНҚ репарация жолдары) CRISPR/Cas-тың эукариоттық геномдарда мутация тудыруы немесе транскрипт деңгейінде жұмыс істеу, РНҚ вирустарын деградациялау қабілетіне тікелей әсер етуі мүмкін. Демек, температура организмдер бойынша барлық CRISPR/Cas тиімділігінің айқын көрінетін ауытқуына ықпал етуі мүмкін.

CRISPR/Cas технологиясы Arabidopsis және Nicotiana сияқты модельдік өсімдіктерде, сондай-ақ бидай, жүгері және күріш сияқты маңызды дақылдарда сәтті қолданылды [2]. Дегенмен, кодталмайтын гендерге бағытталған зерттеулер туралы ақпарат аз. Осы уақытқа дейін CRISPR/Cas технологиясы микроРНҚ немесе lncRNA (long non-coding RNA) гендерін жою үшін тек адам, тышқан немесе данио балығының жасушаларында қолданылған [3, 4]. Қазіргі уақытта өсімдіктердегі пре-микроРНҚ мен микроРНҚ-ға бағытталған CRISPR/Cas13 технологиясы туралы ақпарат жоқ. Маңызды стресстік жауаптары бар микроРНҚ-ның функционалдық сипаттамасы мен механизмін талдау болашақта төзімді сұрыптарды таңдауды жеңілдетеді. Үлгі өсімдіктердің бірі ретінде темекідегі стресске жауап ретінде микроРНҚ-ның рөлі мен молекулалық механизмі, әсіресе микроРНҚ және lncRNA-лар басқа түрлердегі стресске байланысты ncRNA-лардың (non-coding RNA) қызметін ашуға көмектеседі. Бір гендік төзімділік бірте-бірте кейбір аудандарда өсімдік шаруашылығы үшін қанағаттанарлықсыз болды, жаңа бағыттар бойынша төзімді дақылдарды дамыту бағдарламалары шұғыл қажет. Осылайша, микроРНҚ-лардың және олардың бағыттарының жетілдірілуі өсімдіктер эволюциясының маңызды құрамдас бөлігі болып табылады. Вирустардың жаңа немесе модификацияланған түрлеріне әсер ету сияқты өзгермелі орта жағдайларына бейімделу микроРНҚ-ның модификацияланған арсеналын экспрессиялайтын өсімдік түрлерін таңдау арқылы жүзеге асуы мүмкін.
Зерттеудің мақсаты. РНҚ вирустары мен өсімдіктердің өзара әрекеттесу механизмдеріндегі CRISPR/Cas13 жүйесінің реттелуін зерттеу және тиімділігін бағалау.
Зерттеудің міндеттері:

1. Өсімдік жасушаларында экспрессиялануға мүмкіндік беретін pk2GW7-pCas13a құрылымын жасау.
2. CRISPR/Cas13 жүйесін пайдану кезіндегі қызанақтың ергежейлі бұталы вирусының (TBSV) in planta сайленсингін зерттеу.
3. CRISPR/Cas13 жүйесінің вирустық РНҚ-ға мақсатты бағдарлану тиімділігіне әр түрлі crРНҚ-GFP (GFP, green fluorescent protein) мен crРНҚ-Р19 реттіліктерін салыстыру.  

4. Вирустық инфекцияның өсімдік микроРНҚ-на әсерін зерттеу. 

5. Векторлардың тиімділігін арттыру мақсатында РНҚ-интерференцияның супрессоры – Р19 ақуызының бағытталған ко-трансформациясының әсерін анықтау. 

6. CRISPR/Cas13 жүйесінің экспрессиясына температуралық әсерлердің тиімділігін анықтау. 

Зерттеу нысаны. Nicotiana benthamiаna, Tomato Bushy Stunt virus, CRISPR/Cas13
Зерттеу әдістері: өсімдіктердегі Cas13 ортологының экспрессиясы үшін олардың дизайны мен конструкциясы, crРНҚ-GFP және crРНҚ-P19 экспрессионды құрылымын құрастыру, LR Gateway рекомбинационды клондау, транизентті экспрессия, in vitro транскрипция, вирустық материалмен инокуляциялау, вирустық бөлшектерді тазалаудың экспресс анализі, денатурациялаушы жағдайдағы электрофорез (SDS PAGE), вестернблот, вирустық бөлшектерді детекциялаудың экспресс талдауы, иммунопреципитация, микроРНҚ бөліп алу, нативті жағдайдағы электрофорез (NATIVE PAGE), 8-оксогуанинге ИФА (иммуноферменттік анализ), сұйық-сұйық фазалық бөліну, qRT-PCR (quantitative real-time reverse-transcription polymerase chain reaction), агарозды көлденең гель-электрофорез.
Зерттеудің ғылыми жаңалығы. Ұсынылған зерттеу тақырыбы қазіргі уақытта Қазақстанда зерттелмеген. Өсімдіктердегі CRISPR-делдалдық вирустық РНҚ деградациясындағы Cas13 экспрессия деңгейлеріне әртүрлі термиялық өңдеулердің әсері туралы мәліметтер аз. Сонымен қатар, бұл жұмыс алғаш рет патогендерге төзімді трансгенді өсімдіктерді шығару үшін CRISPR жүйесінің тиімділігін арттыру құралы ретінде P19 супрессорлық ақуыз экспрессиясының рөлін зерттеді. P19 экспрессиясының әртүрлі деңгейлерінің өсімдіктердегі CRISPR арқылы микроРНҚ экспрессиясын өзгерту әсері туралы ақпарат жеткіліксіз. Біріктірілген нәтижелер вирустың жылдам эволюциясымен және CRISPR/Cas механизмінен жалтарумен байланысты ең күрделі мәселелерге назар аудару үшін платформаны қамтамасыз етеді.
Зерттеудің теориялық және практикалық маңыздылығы. Жоба нәтижелерінің ғылыми-техникалық әсері CRISPR технологиясын қолдана отырып, вирус пен өсімдіктің өзара әрекеттесуі туралы жаңа іргелі деректер алу болып табылады. Алынған ғылыми нәтижелерді биология және биотехнология саласындағы оқу үрдісінде пайдалануға болады. Бұл зерттеулер вирусқа төзімді өсімдіктерді жасау үшін қолданбалы зерттеулер мен тәжірибелік-конструкторлық жұмыстарға негіз бола алады. Жоба нәтижелерінің экономикалық тиімділігі мақсатты белгілері бар ауылшаруашылық өсімдіктерін алуға мүмкіндік беретін технология болып табылады, бұл өнімділікті арттыруға және өнімнің өзіндік құнын төмендетуге көмектеседі. Осы зерттеу жұмысының нәтижелеріне сүйене отырып, бір немесе бірнеше вирустарға және мүмкін басқа патогендерге қарсы CRISPR/pCas13 механизмдерін пайдаланып, азық-түлік қауіпсіздігі үшін маңызды өсімдіктердің негізгі түрлерін құруға болады. 
Осы диссертациялық жұмыстың нәтижелері 2023-2025 жж. Қазақстан республикасының ЖБҒМ ҒК «Жас ғалым» жобасы AP19174389 «Өсімдіктердегі вирусқа қарсы төзімділігін ынталандыру үшін CRISPR/Cas13 гендік өңдеу жүйесін модуляциялау» мен ҚР БЖБМ 2023-2025 жж. арналған ғылыми, ғылыми-техникалық бағдарламалар бойынша бағдарламалық-нысаналы қаржыландыру BR21882269 «Экономикалық маңызды дақылдардың өнімділігін арттыру үшін геномды өңдеу технологиясын қолдану» бағдарламасы аясындағы «Өсімдіктерге антивирустық төзімділік беру үшін CRISPR/Cas13 генді өңдеу жүйесін әзірлеу» тапсырмасының негізі болып, гранттық қаржыландыру алуға мүмкіндік берді. 
Диссертацияның қорғауға ұсынылатын негізгі қағидалары. 
1. Жабайы типті TBSV вирусы мен оның мутанттарына бағытталған Cas13 және crРНҚ құрылымдары N. benthamiana-да экспрессиялану үшін in silico дизайн жасалынды, pK2GW7-pCas13a құрылымдары транзиентті түрде экспрессияланды. TBSV вирусының P19 ақуызына арнайы бағытталған crРНҚ құру кезінде Tombusvirus тұқымдасына жататын барлық вирустарға қарсы күресуде CRISPR/Cas13 жүйесін әмбебап қолдану перспективасы қарастырылды.

2. TBSV-ге қарсы молекулалық интерференция CRISPR/Cas13 жүйесінің қатысуымен вирус бөлшектерінің титрінің индикаторы ретінде P19 ақуызының экспрессиясын пайдаланып зерттелді. Р19 супрессорлық ақуызға қарсы CRISPR/Cas13 жүйесінің сәтті араласуы көрсетілді. 
3. Вирустық РНҚ-ға CRISPR/Cas13 жүйесінің бағытталу тиімділігі әр түрлі crРНҚ-GFP мен crРНҚ-Р19 реттіліктері арасындағы ерекшеліктері зерттелінді. Вирустың жинақталуының индикаторы ретінде GFP сигналдарын және вирус бөлшектерінің титрінің индикаторы ретінде P19 ақуызының экспрессиясын пайдалана отырып, TBSV және оның мутанттарына қарсы молекулалық интерференциясы зерттелінді. Барлық crРНҚ бақылау үлгілерімен салыстырғанда, ультракүлгін сәулесінің астында инокуляцияланған жапырақтарда GFP экспрессия деңгейлерінің төмендегенін көрсетті. Сонымен қатар, GFP-бағытталған crРНҚ-ларда GFP сигналының төмен, бірақ анықталатын деңгейлері табылды, ал төмендеудің жоғары деңгейі P19-ға бағытталған crРНҚ-ларда байқалды. Басқа нысандармен салыстырғанда, TBSV геномының P19 реттілігіне комплементарлы crРНҚ-ны жақсырақ нысанаға алу әлеуеті вирус геномындағы P19-ның қожайын РНҚ-интерференция қорғаныштық механизмінің супрессоры ретіндегі қызметімен байланысты. Р19 деңгейлерінің кез келген мөлшерге тәуелді өзгеруі TBSV мутанттарында көрсетілгендей, өсімдік жасушасында вирустың таралуына және қиРНҚ-P19 кешендерінің түзілуіне әсер етуі мүмкін. Екінші жағынан, бейспецификалық nsgcrРНҚ бақылауында және жабайы түрмен инокуляцияланған N. benthamiana өсімдіктерінде жоғары GFP сигналдары байқалды, бұл вирустық кедергіге арналған CRISPR/pCas13a жүйесінің тиімділігін растайды. 
4. Р19 супрессорлық ақуызының биологиялық контексте өсімдік miR функциясына өзара әрекеттесуі зерттелді. МикроРНҚ және олардың пре-микроРНҚ үшін арнайы праймерлер әзірленді. Өсімдік микроРНҚ-ларының CRISPR жүйесінің болуы мен жоқтығындағы салыстырмалы көрінісі анықталды. Р19 ақуызының miR 168 және 162 экспрессиясына дифференциалды әсері ерте вирустық инфекция кезінде ең үлкен екенін көрсетті. Нәтижелер P19-ның өсімдік miR функцияларына әсері симптомдардың дамуына емес, өсімдіктердің вирусқа қарсы реакцияларына әсер ететіндігін көрсетті. Осы микроРНҚ-лардың екеуінің экспрессиясы жабайы типтегі TBSV-ге қарсы бағытталған CRISPR/Cas13a жүйесінің бар кезінде де анықталды. 

5. Векторлардың тиімділігін арттыру мақсатында РНҚ-интерференцияның супрессоры – Р19 ақуызының бағытталған ко-трансформациясының мақсатты геннің көп жинақталуына әсері зерттелді. Өсімдік тіндерінде P19 ақуызымен бірге трансформацияланған үлгілерде рекомбинантты ақуыз экспрессиясының жоғарылауы анықталды. Алынған деректер негізінде өсімдік РНҚ-интерференция мен CRISPR/Cas13 жүйесі арасындағы функционалдық өзара әрекеттестіктің жұмыс моделі құрылды. Өсімдіктердегі CRISPR/Cas13 жүйесінің реттелуінің модуляторы ретінде Р19 ақуызының рөлі зерттелді.

6. Өсімдік температурасының модуляциясын қолдана отырып, CRISPR/Cas жүйесінің тиімділігін арттыру үшін жаңа әдістеме әзірленді. Алынған нәтижелер негізінде pCas13a ақуыздың жоғарылаған экспрессиясын алу үшін 37°С ең оңтайлы температура екені анықталды.
Автордың жеке үлесі. Ғылыми зерттеумен байланысты әдебиетке шолу, диссертацияның мақсаты мен міндеттерін анықтау, тәжірибелік жұмыстарды жасау, зерттеу нәтижелерін талқылап, статистикалық анализдер жүргізу, докторлық диссертацияны жазу, талаптарға сай рәсімдеу мен алынған зерттеу нәтижелерін Л.Н. Гумилев атындағы Еуразия ұлттық университетінің «Өсімдіктер биотехнологиясы» мамандығының студенттерінің оқу процесіне ендірілуі автордың жеке қатысуымен орындалды. Диссертациялық жұмыс барысында интеллектуалдық адалдықтың жоғары стандарттары және ғылыми деректерді қолдан жасаудың, бұрмалаудың, плагиаттың және жалған бірлескен авторлықтың алдын алуы жасалды.
Жұмыстың ғылыми-зерттеу бағдарламаларымен байланысы. Диссертациялық жұмыс ҚР БҒМ 2021-2023 жж. АР09258746 «Өсімдіктерге вирусқа қарсы төзімділікті күшейту мақсатында вирустық ақуыз көмегімен CRISPR/Cas13 жүйесінің реттелуі» гранттық қаржыландыру шеңберінде Л.Н. Гумилев атындағы Еуразия ұлттық университетінің Рустем Тукенұлы Омаров атындағы өсімдіктер биотехнологиясының ғылыми зертханасы (Астана, Қазақстан) мен Тарас Шевченко атындағы ұлттық университетінің вирусология департаменті, «Биология және медицина» ғылыми-зерттеу институтында (Киев, Украина) орындалды. Сонымен қатар, диссертациялық жұмыста қолданылған әдістер Бен-Гурион университеті (Негев, Израиль) мен Силезия университетінде (Катовице, Польша) оңтайландырылды.
Зерттеу нәтижелерінің апробациясы. Зерттеу нәтижелері мен диссертацияның негізгі ережелері халықаралық және республикалық конференцияларда баяндалды және ұсынылды:

1. Bioresources and Viruses: 10-ші халықаралық конференция (Киев, 2023). 
2. Микробиология, биотехнология және биоәртүрліліктің өзекті мәселелері; халықаралық ғылыми-практикалық конференциясы (Астана, 2022).
3. Ǵylym Jáne Bilim – 2022: студенттер мен жас ғалымдардың 17-ші халықаралық ғылыми конференциясы (Астана).
4. Азия далаларының биологиялық әртүрлілігі: 4-ші халықаралық ғылыми конференция (Астана, 2022).
5. XXI ғасыр Биологиясы және Биотехнологиясы - 2021 ж.: жас ғалымдардың халықаралық ғылыми форумы (Астана, 2022).
6. Tendenze Attuali Della Moderna Ricerca Scientifica: халықаралық ғылыми-практикалық конференция (Штутгарт, 2020).
7. II халықаралық ғылыми-практикалық конференция (Екатеринбург, 2020).
Мақалалар. Ұсынылған диссертация 19 баспа мақалаларында, соның ішінде 1 мақала (Q3) мен 1 тезис (Q2) Web of Science және Scopus деректер базасына кіретін нөлден жоғары импакт-факторы бар журналдарда, Қазақстан Республикасының ғылым және жоғары білім министрлігінің білім саласында сапаны қамтамасыз ету комитетімен ұсынылған 4 мақала мен халықаралық ғылыми конференцияларда 12 тезис пен мақалаларда және 1 патентте көрсетілген (Қосымша А).
Диссертацияның көлемі мен құрылымы. Диссертация 96 бетте сипатталған және анықтамалар мен қысқартулардан, кіріспе, әдебиетке шолу, материалдар мен әдістерден, зерттеу нәтижелері мен талқылаудан, қорытынды, 120 пайдаланылған әдебиеттері тізімінен, 9 кесте мен 59 суреттен тұрады.
Алғыс. Бұл диссертациялық жұмысты ардақты ұстазымыз, профессор Рүстем Омаровтың рухына арнай отырып, білім алуымызға, дамуымызға зор үлес қосқан үлгі тұтарлық тұлғасына алғысымды және құрметімді білдіргім келеді.

1 ӘДЕБИЕТКЕ ШОЛУ
Фитопатогендер дүние жүзінде өнімнің сапасы мен өнімділігін төмендетіп, ауылшаруашылық дақылдардың өндірісіне айтарлықтай зиянын келтіреді. Саңырауқұлақтар мен бактериалды патогендерге қарағанда (15%), вирустардан пайда болған зақымданулар аз болғанымен (3-7%), жылына 60-80 млрд АҚШ долларына жететін экономикалық зиян келтіретін өсімдіктердің вирустық ауруларының індетіне алып келуі мүмкін [5]. Әлемде қазіргі таңда химиялық пестицидтер немесе вирустарды тасымалдаушы бунақденелілерден қорғайтын физикалық тосқауылдар кең қолданылады [6]. Дегенмен, вирустық аурулармен туындаған эмидемиологиялық факторлар, вирустардың жылдам эволюциясы мен вирустар тасымалдаушыларының миграциясының тұрақты динамикасы сияқты мәселелер қазіргі кезде өсімдіктердің вирустық ауруларымен күресудің ұзақ және тиімді стратегиялардың жоқтығын көрсетеді [7].
Өндіріске вирусқа төзімді өсімдік сұрыптарын енгізу вирустық аурулардан болатын шығынды азайтудың ең тиімді жолы болып табылады. Жаһандық азық-түлік қауіпсіздігіне төнген қауіп сапалы және вирусқа төзімді дақылдардың сорттарын дамытуды талап етеді. Дәстүрлі вирусқа қарсы әдістемелік стратегиялар дақылдардың сапасын анық жақсартады, бірақ олар айтарлықтай қымбат және еңбекті көп қажет етеді. Өсімдіктер мен вирустардың өзара әрекеттесуінің молекулалық және биохимиялық механизмдері туралы егжей-тегжейлі зерттеулер, сонымен қатар заманауи биотехнологиялардың дамуы өсімдіктердің вирустарға тиімді иммундық төзімділігін ынталандырудың жаңа перспективаларын ашты. 
1.1 Өсімдіктердің вирусқа қарсы төзімділігін модуляциялауда төзімділік гендерінің негізгі кластарын қолдану

1985 жылы алғаш рет патогендік төзімділік теориясы (pathogen derived resistance, PDR) ұсынылды. Өсімдік жасушаларында фитопатогеннің генетикалық элементтерінің экспрессиясы вирустық патогенезге төзімділік береді деген идея болды [8]. Кейінірек өсімдіктер вирустарын әртүрлі вирустық гендермен түрлендіру арқылы оларға төзімділікті қалыптастыруға бағытталған зерттеулер жүргізіле бастады, бұл вирусқа төзімді дақылдардың коммерциялық нарығының сәтті дамуына әкелді [9]. 
Вирустарды сәтті жұқтыру үшін, олар өсімдіктердің көп деңгейлі қорғаныс механизмдерінің жүйесін жеңу керек. Бұл механизмдердің кейбірі әмбебап және көптеген вирустарға қарсы әрекет етеді және бұл жауап туа біткен иммундық жүйемен ұсынылған. Сондай-ақ белгілі бір вирустарға бейімделген басқа спецификалық механизмдер бар, олар төзімділік гендерін белсендіруді қамтиды. Фитовирустардың барлық өсімдіктерді инфекциялау қабілетінің шектеулі болуының себебі, әмбебап қожайындық емес төзімділік (non-host resistance, NHR) механизміне байланысты [10]. Қоздырғыштың механизмі мен танылуы бойынша әмбебап қарсылықты екі негізгі түрге бөлуге болады. Бірінші түрі – қоздырғыштардың ағзаға енуіне жол бермейтін негізгі қорғаныс механизмі. Бұл қорғаныс түріне жасуша қабырғасының қалыңдауы, сондай-ақ әртүрлі екінші реттік метаболиттердің биосинтезі жатады. 
Әмбебап иммундық резистенттіліктің екінші түрі жергілікті некроздың индукциясы арқылы жүзеге асады және қоздырғыш бірінші типті қарсылықты жеңгеннен кейін белсендіріледі [11]. Кейіннен патоген белгілі бір құрылымдар немесе қоздырғышпен байланысты белоктар арқылы танылады. Микроорганизмдермен байланысты осы молекулалық паттернді тану (микробтармен байланысты молекулалық үлгілер (microbial-associated molecular patterns, МАМР)/патогенмен байланысты молекулалық паттернді (pathogen--associated molecular patterns, PAMP) фитопатогендердің консервативті құрылымдарын танитын өсімдіктердің плазматикалық мембранасындағы үлгіні тану рецепторларының (pattern recognition receptor, PRR) көмегімен жүзеге асады) [12]. Вирустардың өзі әмбебап иммундық төзімділіктің бірінші түрін жеңе алмайтындықтан, олар өсімдік жасушаларына ену арқылы, механикалық инокуляциялау арқылы немесе жәндіктер, нематодтар және саңырауқұлақтар сияқты векторлар арқылы жасуша қабырғасының физикалық кедергісін айналып өту мүмкіндігіне ие.

Фитовирустарды тікелей тану өсімдік апопластында болмайды, алайда Korner және басқалары рецептор тәрізді киназалардың (receptor-like kinases, RLK) фитопатогендерді тануға қатысуы мүмкін екенін көрсетті [13].

Фитовирустар кездесуі мүмкін қорғаныстың тағы бір деңгейі арнайы төзімділік гендерімен ұсынылған. Бұл гендер туыстас вирустарға қарсы әрекет етеді. Резистентті гендердің екі класы бар: негізінен NB-LRR түрінен тұратын доминантты гендер және рецессивті жартылай қарсылық гендері (1-сурет). 
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Сурет 1 – Доминантты және рецессивті гендердің сезімталдығына негізделген вирусқа қарсы стратегиялар
Ескерту – Сурет автормен Biorender бағдарламалық құралында құрастырылған
Доминантты төзімділік генінің мысалы қызанақтың сары жапырақты бұйралағыш вирусына (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV) қарсы қызанақтан алынған Ty-1 гені. TYLCV инокуляциялаудан кейін құрамында Ty-1 бар қызанақ өсімдіктерінің жасушаларында вирустың төмен титрлерінің болуына қарамастан симптомдарды көрсетпейді [14]:

1. Доминантты төзімділік авирулентті фактор (капсид белогы, CP) мен R генінің өнімі арасындағы өзара әрекеттесуіне негізделген және вирус өсімдікке түскеннен кейін бірнеше күннен кейін әсер етеді. Жоғары сезімталдық реакциясымен байланысты құбылыс вирустық патогенді жұқтырған және көрші жасушалармен шектейді.

2. Вирустық цикл үшін қажетті тиісті қожайын факторларының (eIF4E/4G) жоқтығына сәйкес келетін рецессивті төзімділік. Ол өсімдіктің бүкіл колонизациясында пассивті, әрі тиімді рецессивті емес төзімділік болып табылады.
Қысқартулар: SA–салицил қышқылы, JA-жасмон қышқылы, ROS -оттегінің белсенді формалары, СР- капсидті ақуыз.
Доминантты R гендер жоғары сезімталдықты (hypersensitive response) немесе экстремалды жауапты (extremal response) тудырады. Екі реакция да өсімдіктерде инфекцияланған жасушаларға бағытталған бағдарламаланған жасуша өліміне жауап береді, осылайша патогеннің жүйелі таралуын болдырмайды. Бұл реакция SA және JA, натрий оксиді (NO), этилен, ОБФ, Ca2+ иондары синтезін белсендіруді және патогенезмен байланысты PRP гендері (pathogenesis-related proteins) гендердің экспрессиясын қамтиды. Дегенмен, вирустық қоздырғыштарға төзімділіктің биохимиялық механизмдеріне тек салицил қышқылы, оттегінің белсенді формалары және Ca2+ қатысатыны дәлелденген [15]. Бұрын гиперсезімталдық жауап тұрақтылық реакциясының бөлігі болып саналған, бірақ MLA10 ақуызынан төменгі сигналдары бойынша соңғы зерттеулер жоғары гиперсезімталдық жауап пен тұрақтылық реакциясының әртүрлі физиологиялық жолдар екенін көрсетті [16]. Өсімдіктердің вирусқа төзімділігі үшін анықталған доминантты гендер өсімдіктің жағымсыз фенотиптік белгілерімен байланысты екенін атап өткен жөн. Мысалы, A. thaliana-да салицил қышқылының жоғары деңгейін жинақтайтын ssi2 мутанты CMV-ге төзімділік береді және аномальды ергежейлікті көрсетеді [17]. Сондықтан бұл өсімдіктерге төзімділік гендер өсімдікке қарсы инженерия үшін құнды болмауы мүмкін. Рецессивті төзімділікке өсімдік иесінің сезімталдық факторлары әсер етеді [18]. Өсімдік вирустары өздерінің вирустық РНҚ-ларын трансляциялау үшін ғана емес, сонымен қатар басқа инфекциялық процестерді жеңілдету үшін қожайын жасушасының трансляция факторларын тартады, сондықтан трансляцияға байланысты негізгі факторлар бастапқыда провирустық факторлар ретінде анықталды. Көбінесе рецессивті резистенттілік гендері eIF4E/eIF4G отбасының трансляцияны бастау факторларын кодтайды және өсімдік потивирустары тұқымдасының таралуын тежеу үшін қолданылады [19]. 4E/4G трансляция үшін вирустық транскрипттердің кэп құрылымымен өзара әрекеттеседі. Потивирустарда кэп құрылымдары болмағандықтан, оларда VPg ақуыздары болады, олар кэпке қарамастан транскрипттерді трансляцияуға қолжетімді етеді. Сондықтан трансляция үшін кэп тәрізді құрылымдардың eIF4E/eIF4G-мен өзара әрекеттесу талабы қожайын жасушасының таңдау механизмінде мықты іріктеуін болжайды. Рецессивті S резистенттік гендер доминантты R гендерімен салыстырғанда, патогендерге төзімділіктің жоғарылауын қамтамасыз етеді, бірақ олар өздігінен некрозды, ергежейлікті және басқа плейотропты әсерлерді тудыруы мүмкін [20]. 
Дақылдардағы TYLCV және басқа вирустарды бақылау үшін төзімділік гендерін енгізу және рецессивті геномдық мутация тактикасы қолданылады [21]. Дегенмен, рецессивті төзімділікке негізделген вирусқа қарсы стратегиялар негізінен eIF4 және олардың гомологтарын потивирустар мен кейбір байланысты өсімдіктер вирустарына қарсы қолдануға негізделген. Сондықтан басқа да көптеген экономикалық маңызды өсімдік вирустарына қарсы тиімді генетикалық ресурстарды алу үшін қожайынның сезімталдық гендерін көбірек анықтау және пайдалану қажет.

1.2 РНҚ-интерференция

Вирустық шабуылға алғашқы туа біткен жауаптардың бірі вирустық РНҚ-ның жасушаішілік сайленсингі болып табылады. Өсімдіктердегі РНҚ сайленсингі механизмі алғаш рет 1990 жылы ашылды [22]. Бұл механизм РНҚ интерференциясы деп те аталады, ол экзогендік қос тізбекті (ds) РНҚ молекулаларының қатысуымен белсендіріледі және транскрипттердің трансляциясын немесе олардың реттілігі бойынша арнайы гидролизін тежейді. Dicer тәрізді (DCL), Argonaute (AGO), РНҚ-тәуелді РНҚ-полимераза (RDR) және генді өшіруді басатын (SGS) ақуыздар РНҚ интерференциясына қатысады. Олар антисенсті РНҚ-ның ыдырауы мен оның деградациясы арқылы жүретін экзогенді геннің экспрессиясын тежеу немесе ДНҚ модификаторлары мен гистондарын рекруттау арқылы жүретін мақсатты геннің транскрипциясының ингибирленуі сияқты сатылы этаптарға қатысады (2-сурет) [23-25]. Өсімдіктердің өсуі мен дамуындағы реттеуші рөлінен басқа, екі тізбекті РНҚ арқылы сайленсинг өсімдік иесі үшін вирусқа қарсы қорғаныс ретінде қызмет ете алады [24, р.632]. Вирустарға төзімді трансгенді өсімдіктерді құру үшін әртүрлі РНҚ прекурсорларына негізделген тәсілдер әзірленді [26]. Бүгінгі күні фитовирустармен күресуде РНҚ-интерференция технологиясы папайя сақиналы вирусы (Papaya ringspot virus, PRSV) [27], қара өрік вирусы (Plum pox virus, PPV) [28-30], жүгері ергежейлігінің мозаикалық вирусы (Maize dwarf mosaic virus, MDMV) [31, 32], қызанақ сары жапырақтың бұйралағыш вирусы (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV) [33] және т.б. экономикалық маңызды өсімдік вирустарының 60 түріне сәтті қолданылды. 
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Сурет 2 – РНҚ-интерференция механизмі
Ескерту – Сурет автормен Biorender бағдарламалық құралында құрастырылған

РНҚ интерференциясы инициация фазасынан басталады; Dicer экзогенді қос тізбекті РНҚ-ның ыдырауына делдалдық жасайды, нәтижесінде қысқа интерференциялық РНҚ молекулалары – siRNA түзіледі. Содан кейін орындау кезеңі келеді; siRNA РНҚ-индукцияланған сайленсинг кешені (RNA-induced silencing complex, RISC) деп аталатын ақуыз кешенімен байланысады, нәтижесінде siRNA-ның мәндік тізбегі деградацияланады, ал антисенс тізбегі мақсатты мРНҚ-дағы комплементарлы тізбекпен біріктіріліп, мақсатты РНҚ танылуы мен гидролизіне әкеледі, нәтижесінде геннің сайленсингі жүреді.

Барлық осы мысалдар өсімдіктердің генетикалық трансформация әдістерін қолдану арқылы алынды. Қоғамдық алаңдаушылықтарды шешу үшін өсімдіктер вирустарына қарсы РНҚ сайленсингін сәтті іске қосатын жалаңаш екі тізбекті РНҚ (етРНҚ) молекуласын экзогенді қолдануды қамтитын әдістер әзірленді [34-36]. Миттер және басқалар [37] 2017 жылы тасымалдаушы ретінде көп қабатты гидроксидті нанопарақты қолданып, темекі өсімдіктерінде қияр мозаикалық вирусына (Cucumber mosaic virus, CMV) төзімділікті орнатып, жаңа етРНҚ жеткізу әдісін әзірледі.

Осылайша, РНҚ интерференциясы негізіндегі технологияны пайдалану бірнеше себептер бойынша дәстүрлі вирустық төзімділік селекциясының шектеулерін еңсеру үшін үлкен әлеуетке ие: тек вирустық реттілік туралы ақпарат қажет (шектелген геном тізбегі туралы ақпараты бар дақылдар үшін); генетикалық айқастырудың және сегрегацияланатын ұрпақты таңдаудың қажеті жоқ (көбею мерзімін қысқарту); етРНҚ-ны экзогенді қолдану арқылы РНҚ үнсіздігін индукциялау (вирустық пандемия кезінде).

Бірлескен эволюция процесінде өсімдік вирустарының көпшілігі РНҚ интерференция механизміне қарсы шараларды әзірледі. Бұл процестің ең тиімді көріністерінің бірі РНҚ интерференциясын басатын ақуыздарды вирустармен кодтау болып табылады [38]. Өсімдіктің РНҚ дыбысын өшіру механизмін басумен қатар, супрессорлық ақуыздар Dicer және RISC белсенділігін тежеуді, етРНҚ/қиРНҚ секвестрін және AGO ақуыздарының тұрақсыздануын қамтитын стратегияларды пайдалана алады [39-41]. Ең жақсы зерттелген Tomato Bushy Stunt Virus (TBSV) 19 кДа бар супрессорлық ақуыз - P19 [42, 43]. P19 ақуызының мөлшерге тәуелді әсерлері N. benthamiana және Vigna ungiculata өсімдіктеріне егілген вирустық мутанттар жасау арқылы зерттелді. Вирустық РНҚ жинақталуы және РНҚ кедергі реакциясы GFP экспрессиясын визуализациялау және қиРНҚ/P19 кешенін анықтау арқылы анықталды [44, 45].
1.2.1 Өсімдік микроРНҚ-ларының РНҚ-интерференция механизміне әсері

Өсімдіктердің микроРНҚ-лары (miR) гендік реттеу желілерінің негізгі құралдары болып, метаболизм, биотикалық және абиотикалық стресске жауап беру, сигналдардың берілуі, ақуыздың ыдырауы, кері байланыс принципі бойынша микроРНҚ жолын реттеу және геномның тұтастығын сақтау сияқты әртүрлі биологиялық процестерді реттейді [46]. Сонымен қатар, көптеген зерттеулер вирустық инфекция өсімдіктердің микроРНҚ-ларының экспрессиясының өзгеруіне әкелетінін хабарлады және бұл өзгерістер ауру өсімдіктерде белгілердің пайда болуының себептерінің бірі болып саналады [47].

МикроРНҚ биогенезі пре-микроРНҚ деп аталатын ұзындау болатын бастапқы транскрипттерден туындайды. Пре-микроРНҚ-да екі тізбектің бірінде жетілген микроРНҚ фрагменті бар РНҚ шпилькасы болады. Содан кейін бұл шпилька DCL1 (Dicer like 1) нуклеазасы (РНКаза III эндонуклеазалар тобының мүшесі) және микроРНҚ прекурсорын (пре-микроРНҚ) жасайтын екі тізбекті РНҚ-ны байланыстыратын ақуыз HYL1 кіретін микропроцессорлық фермент кешенімен кесіледі [48]. Алдын ала микроРНҚ одан әрі қысқа РНҚ дуплексін қалыптастыру үшін кесіліп, оның бір тізбегі жетілген микроРНҚ болып табылады. Жетілген микроРНҚ HEN1 метилтрансферазасы арқылы метилденеді және одан әрі РНҚ-интерференция механизміне қатысуы үшін RISC (RNA-induced silencing complex) кешенімен қабылданады. Өсімдік микроРНҚ-ларының көпшілігі әдетте өз мақсаттарына толықтай немесе толықтай дерлік комплементарлы болады. Бұл олардың негізгі әсер ету механизмі мақсатты мРНҚ-ның бөлінуіне сәйкес келеді.

МикроРНҚ-ның биогенезі мен белсенділігіне қатысатын AGO (Argonaute) немесе RdRp (RNA-dependent RNA polymerase) гендері сияқты вирусқа қарсы үнсіздендіру механизмінің көптеген компоненттерінің өзі әртүрлі өсімдік микроРНҚ-ларының табиғи нысанасы болып табылады. Мысалы, вирусқа қарсы AGO1 - miR168 үшін мақсатты ген [49]. miR6019 және miR6020 темекі мозаикалық вирусына (TMV) қарсы жоғары сезімталдық реакциясын қамтамасыз ететін TIR-NB-LRR (Nucleotide-binding site, Leucine-rich repeat) резистенттік ақуыз генін кодтайтын темекі N генінің мРНҚ-сына бағытталғаны көрсетілген. Осы микроРНҚ-лардың шамадан тыс экспрессиясы TIR-NB-LRR транскрипт деңгейлерін төмендетеді және TMV-ге N-делдалдық қарсылықты әлсіретеді, бұл miR6019 және miR6020 TMV қарсылығын бақылауда маңызды рөл атқаратынын көрсетеді [50]. Сондай-ақ, оттегінің белсенді формалары (ОБФ) және фитогормондар тудыратын сигналдық жолдар микроРНҚ арқылы реттелуі және өз кезегінде вирустық инфекцияның әсер етуі мүмкін екендігі көрсетілді. Мысалы, miR528 L-аскорбатты оксидаза (AO) мРНҚ [51] ыдырату арқылы ОБФ деңгейлерін теріс реттей алады, осылайша AO-ға тәуелді ОБФ жинақталуын азайтады. TCP21 (teosinte branched1/cycloidea/-proliferating cell factor1 (TCP) транскрипционды факторы мақсатты генінің экспрессиясын төмендететін miR319 және күріштегі FA концентрациясы күріштің жыртылған ергежейлігінің вирусын жұқтырғаннан кейін жоғарылады, нәтижесінде вирусқа сезімтал фенотип пайда болды [52]. Жақында күріштегі мутантты miR393-тің трансгенді шамадан тыс экспрессиясы TIR1 (Toll-Interleukin-1 receptor) ауксин рецепторының төмендетілуі арқылы күріш қара жолақ ергежейлі вирусының (RBSDV) инфекциясына жоғары сезімталдық беретіні көрсетілді [53]. miR482 отбасы мүшелерінің қызанақ патогендерінің төзімділігін теріс реттеуі мүмкін екендігі туралы дәлелдер бар: miR482b қысқа тандемді мақсатты (STTM, short tandem target mimic) пайдалану арқылы супрессиялау қызанақтың P. infestans төзімділігін арттыруға әкелді [54]. Томат жапырағының бұралуы Нью-Дели вирусы (ToLCNDV) тудырған жапырақтың бұралу симптомы қызанақтағы miR159/319 және miR172 индукциясымен байланысты, ал Arabidopsis өсімдігінде TMV-Cg (Crucifer-infecting tobacco mosaic virus) немесе ORMV (Oilseed rape mosaic virus) инфекциясынан туындаған даму ақаулары немесе вирустық симптомдар miR164a индукциясымен байланысты [55]. 

Сонымен қатар, өмірін сақтап қалу үшін вирустар РНҚ-интерференциясымен байланысты гендердің белсендірілуіне қарсы тұру үшін супрессорлық ақуыздарды (VSR) кодтайды. Мысалы, TBSV P19, РНҚ сайленсингінің супрессоры ретінде эндогендік AGO1 мРНҚ деңгейін төмендету және AGO1 мРНҚ трансляциялық қабілетін тежеу үшін miR168 экспрессиясының белcендірілуіне делдал болады [56]. Тағы бір мысал CMV арқылы кодталған супрессорлық ақуыз 2b, ол miR162 деңгейін жоғарылатып, DCL1 бөліну белсенділігін тежеу арқылы микроРНҚ жолдарын тежейді. miR162 және 168 сәйкесінше DCL1 және AGO1 мРНҚ-ны нысанаға алу арқылы РНҚ-интерференцияны теріс реттейтіндіктен, CMV және TBSV вирусқа қарсы РНҚ-интерференцияны әлсіретеді және жасуша қожайын қорғанысын антагонизациялайды. Сонымен қатар, P19 микроРНҚ дуплекстерін байланыстырады және тез ыдырайтын жұлдызтәрізді микроРНҚ тұрақтандырады. VSR бірнеше микроРНҚ белсенділік профильдерін қалай реттейтіні және вирустық инфекция кезінде қорғаныс механизмдерін модуляциялайтыны әлі зерттелген жоқ. Сонымен қатар, miR168 экспрессиясы әртүрлі өсімдіктер мен VSR-дің 22 басқа комбинациясында табылды [57], бұл miR168 белсендіру әдетте өсімдік-вирус әрекеттесу кезінде орын алатынын және өсімдік-қожайын түрлерімен байланысты емес екенін көрсетеді.

1.3 CRISPR/Cas жүйесі
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Вирустық ауруларға төзімді өсімдіктерді құрудың жаңа, қарқынды дамып келе жатқан бағыты геномды өңдеу технологиясы болып табылады. РНҚи арқылы патогендерге қарсы өсімдіктерді қорғауға ұқсас, кластерленген тұрақты аралық қысқа палиндромды қайталаулар (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats CRISPR) және CRISPR байланысты Cas ақуыздары бактериялар мен археялардағы вирустарға және басқа мобильді генетикалық элементтерге қарсы жүре пайда болған иммунитетті қамтамасыз етеді. Бұл CRISPR тізбегі бактериялық иммундық жүйенің бөлігі болып табылады және бактериялық геномдардың шамамен 40% және дәйекті архейлік түрлердің 70% эндогендік бейімдік иммунитетті қамтамасыз етеді [58, 59]. Фагтар мен плазмидалардың «иммундық жадының» бір түрі CRISPR массивінде қайталанулар арасында интеркалацияланатын және CRISPR/Cas иммунитетінің мақсаттарын анықтайтын қысқа аралық тізбектер (спейсер) түрінде сақталады. Локус спейсерді қайталау матрицасына қосымша оперондардағы CRISPR-ассоциацияланған Cas гендерінен тұрады. Жаңа фаг енгізілгеннен кейін аралық қайталау үлгісі CRISPR-ға дейінгі ұзын РНҚ (пре-crРНҚ) ретінде қайталанады және транскрипт кішігірім crРНҚ бағыттаушы молекулалар ретінде жеке аралық қайталау бірліктеріне түрленеді. Нуклеотидтердің комплементарлылығына негізделген бұл молекулалар бөтен нуклеин қышқылдарын ыдырату үшін РНҚ басқаратын Cas нуклеазаларын бағыттайды. Осылайша, CRISPR жүйесі вирустық немесе плазмидтік ДНҚ нысанасының дәйектілікпен спецификалық бөлінуін қамтамасыз етеді және инфекцияның алдын алады. РНҚ интерференция процесіне ұқсас, CRISPR/Cas жүйесінің ерекшелігі нуклеазаны мақсатты ДНҚ фрагментіне комплементарлы нысанаға тиімді бағыттайтын crРНҚ молекулаларының ерекшелігіне негізделген (3-сурет).
Сурет 3 – Бактериялық жасушалардағы CRISPR/Cas жүйелері арқылы пайда болатын бейімдік иммунитет
Ескерту – Сурет автормен Biorender бағдарламалық құралында құрастырылған
1.3.1 Өсімдік жасушаларындағы CRISPR/Cas-делдалдық төзімділік

Қазіргі уақытта CRISPR жүйесін екі класқа және алты кіші түрге бөлетін классификация бар [60, 61]. Бұл кластардың негізгі айырмашылығы эффекторлық кешендердің табиғатында. Бірінші класс (I, III, IV типтер) көп суббірлік эффекторлық кешендерді құру үшін бірнеше Cas ақуыздары мен crРНҚ-ларды пайдаланады және бактериялар мен архейлерде кездеседі. Екінші класс (II, V, VI типтер) бір көпдоменді ақуызды пайдаланады және негізінен тек бактерияларда кездеседі [62]. Ең жақсы зерттелген CRISPR/Cas9 жүйесі Streptococcus pyogenes иммундық механизмінен оқшауланған, инвазивті ДНҚ молекулаларына қарсы бағытталған, екінші класқа, II типке жатады [63]. In vivo, Cas9 ақуызы, қысқа РНҚ – tracrРНҚ (tracer RNA) және crРНҚ-дан тұратын бұл кешен жасушаға енетін бөгде плазмиданы немесе вирустық ДНҚ-ны ыдыратуға қабілетті. Ыдырау PAM (protospacer adjacent motif) деп аталатын қысқа нуклеотидтер тізбегінің болуына байланысты [64].

Соңғы жылдары CRISPR/Cas9 механизмі эукариоттық вирустармен күресу үшін, әсіресе вирустық геномды нысанаға алу арқылы өсімдік ДНҚ вирустарының инфекциясын басу үшін қолданылды (4-сурет) [65, 66]. Жалпы, өсімдік вирустарымен күресу үшін CRISPR/Cas технологиясын пайдаланудың екі негізгі стратегиясы бар. Осындай тәсілдердің бірі - инвазивті вирустардың репликациясын және инфекциясын тежеу үшін вирустық геномның деградациясына тікелей бағытталған. Екіншісі - өсімдік иммунитетін арттыру және вирустық инвазияны блоктау үшін вирустық инфекция немесе өмірлік цикл үшін қажетті қожайын сезімталдық факторларын басқару.
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Cурет 4 – Өсімдік жасушаларындағы вирусқа қарсы CRISPR/Cas9-интерференция
Ескерту – Сурет автормен Biorender бағдарламалық құралында құрастырылған
Өсімдік ДНҚ вирустары өсімдік жасушаларына енгеннен кейін, вирустар ядродағы геномын көбейтеді. CRISPR/Cas9 аппаратының құрамдас бөліктері, gRNA (бағыттаушы РНҚ) және Cas9, өсімдік геномынан экспрессияланады және Cas9:sgRNA (субгеномдық РНҚ) кешенін құрайды. Cas9:sgRNA кешені комплементарлы мақсатты сайттардағы вирустық екі тізбекті ДНҚ-ны нысанаға алады және гомологты емес қосылыстарды (non-homologous end joining, NHEJ) жөндеу арқылы қосуға болатын қос тізбекті ДНҚ фрагменттерін (DSB) генерациялау арқылы вирустық геномды деградацияға ұшыратады.

Бұл технологияны модельдік өсімдіктерде қолданумен қатар, жүйе арпаға да қолданылды және өсімдіктерге бидайдың ергежейлі вирусына (Wheat dwarf virus, WDV) жоғары тиімді төзімділік берді [67]. Бұл механизмнің артықшылығы - эукариоттық вирустардың CRISPR иммундық қорғанысына қарсы тұру қабілеті әлі дамымаған. Дегенмен, CRISPR/Cas9 жүйесінің шектеуші сипаттамасы оның тек етДНҚ-ны нысанаға алуы және ыдыратуы болып табылады, яғни жүйе тек ДНҚ вирустарына қарсы қолданумен шектеледі [68].

ДНҚ геномдық вирустарының ең жарқын өкілдері Geminiviridae және Caulimoviridae тұқымдасы болып табылады, оларда сәйкесінше бір тізбекті ДНҚ-сы бар 485 және екі тізбекті ДНҚ-сы бар 85 түрі кездеседі. Сондықтан ауылшаруашылық өнеркәсібіндегі қауіптердің алдын алу үшін ДНҚ геминивирустары мен каулимовирустарға қарсы технологияларды жасауға бағытталған зерттеулер үлкен қызығушылық тудырады. Манипуляциялық артықшылықтары бар CRISPR/Cas технологиясы өсімдіктердің вирусқа қарсы инженериясында тез танымал болды. Осылайша, N. benthamiana және A. thaliana модельдік өсімдіктерінде қызылшаның қатты бұйра үсті вирусына (Beet severe curly top virus, BSCTV), бұршақ сары ергежейлі вирусына (Bean yellow dwarf virus, BeYDV) және мақта жапырағы бұйралағыш Multan вирусына (Cotton leaf curl Multan virus, CLCuMuV) төзімділік анықталды. Жоғарыда аталған вирустардың тиімді ДНҚ интерференциясы үшін инверттелген қайталануларға (IR), вирустық репликацияға және трансляцияға байланысты сайттарға (RBS, жылжымалы репликация үшін қажетті үш Rep мотиві) бағытталған, fsGFP бойынша, тиісінше бір бағыттаушы РНҚ бар CRISPR/Cas конструкциялары жасалды [69-71]. Дегенмен, Ali және т.б., қызанақ пен N. benthamiana өсімдік жасушаларындағы вирустық титр деңгейлерін салыстыра отырып, екінші реттік құрылымға бағытталған бағыттаушы РНҚ-ларды Мақта жапырағы бұйра Кохран вирусы (Cotton leaf curl Kokhran virus, CLCuKoV), Merremia мозаикалық вирусы (Merremia mosaic virus, MeMV) сияқты геминивирустарды үнсіздендіруде пайдалану [72], капсид протеиніне бағытталған бағыттаушы РНҚ-мен және қызанақ сары жапырақтың бұралу вирусы (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV) репликазасымен салыстырғанда [73] тиімдірек екенін анықтады Бұл деректер геминивирустардың IR емес, ашық оқу рамкасындағы (ORF) CRISPR/Cas9-индукцияланған нұсқалары репликацияға және жүйелік қозғалысқа қабілетті, осылайша CRISPR/Cas9 аппаратынан жалтарады деп болжайды.

Бағыттаушы РНҚ-лары бар CRISPR/Cas9 құрылымдарын жеткізу үшін әртүрлі жүйелерді пайдалану, олардың ішінде жетекші CRISPR гендерінің уақытша экспрессиясы өсімдік жасушаларында трансгендерге қарсы қорғаныс механизмдерінің іске қосылуына әкелуі мүмкін. Өсімдіктердегі РНҚи қорғаныс механизмінің жұмысы геномды өңдеу механизміне әсер етуі мүмкін. Мао және т.б. арабидопсис өсімдіктеріндегі AP1 және TT4 гендерін өңдеуде CRISPR/Cas9 тиімділігін TBSV P19 супрессор ақуызымен бірге экспрессиялау арқылы РНҚ кедергісін басу арқылы жақсартуға болатынын көрсетті [74].

Эукариоттық вирустардың эволюциясы прокариоттық Cas9 қатысуымен болған жоқ, бұл олардың Cas9 нуклеазаларына қарсы табиғи қорғаныс механизмдерін дамытуы екіталай дегенді білдіреді. Дегенмен, Ali және басқалары [75] кейбір геминивирустар CRISPR/Cas9 процесінен құтылуға қабілетті вирустық мутанттар шығаратынын анықтады. 
CRISPR/Cas механизмі туралы білімнің дамуымен Cas ақуыздарының әртүрлі итерациялары in vivo басқа бактериялық РНҚ штаммдарынан бөлініп алынды. 2013 жылы Francisella novicida-дан (FnCas9) алынған Cas9 ақуызының нұсқасы РНҚ реттіліктеріне бағыттай алатыны көрсетілді [76]. Бұл өңдеу технологиясын қолдана отырып, РНҚ вирусына мақсатты қарсылықты құру әдістемесін жасау мүмкіндігін ұсынды. Price және соавторлар гепатоманың жасушалық желілеріндегі гепатит С вирусының оң бір тізбекті РНҚ геномын нысанаға алу үшін CRISPR/FnCas9 пайдаланды. С гепатиті вирусы геномының 5’- немесе 3’- трансляцияланбаған аймақтарына бағытталған FnCas9, sgRNA кешендерінің уақытша экспрессиясы бақылаумен салыстырғанда вирустық ақуыз экспрессиясының 50-60%-ға төмендеуіне әкелді [77]. Әрі қарай, FnCas9 да сәтті қайта бағдарламаланды және өсімдік вирустарының РНҚ-на бағытталған. Жүйе CMV және TMV вирустарына бейімделген. Белгілі бір sgRNA реттілігі арқылы басқарылатын CRISPR/FnCas9 жүйесі вирустық РНҚ-ны нысанаға алуға және оның өсімдіктердегі инфекциясын 40-80%-ға басуға қабілетті екендігі көрсетілген [78]. Вирусты тежеуге FnCas9 гидролизі арқылы емес, мақсатты РНҚ байланысуы арқылы қол жеткізілетінін атап өткен жөн (1-кесте).

Кесте 1 – CRISPR/Cas9 жүйесін өсімдіктердің вирустарына қарсы қолдану
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	Ескерту – Әдебиет негізінде құралған [73, б. Е1525996-3; 74, б. 8; 77, р. 1415, р. 1416; 78, р. 285 ; 79-84]


Геномды өңдеу технологиясының функционалдық тиімділігіне қарамастан, вирустар CRISPR/Cas9 жүйесіне қарсы тұра алады. Өсімдіктердегі тұрақты вирустық төзімділікті модуляциялау үшін осы табиғи төзімділіктің дәрежесі мен жиілігін бағалау өте маңызды.
Қысқартулар: ACMV - African cassava mosaic virus; TYLCV - Tomato yellow leaf curl virus; TBSV - Tomato bushy stunt virus; CMV- Cucumber mosaic virus; TMV-Tobacco mosaic virus; RTSV- Rice tungro spherical virus; MeMV- Merremia mosaic virus; BeYDV- Bean yellow dwarf virus; BSCTV- Beet severe curly top virus; CVYV- Cucumber vein yellowing virus; PRSMV-W - Papaya ring spot mosaic virus-W; AP1 - apetala1; TT4 - transparent testa glabra4; eIF4G, eIF9(iso)4E, eIF4E - translation initiation host factors, IR – intergenic region; CP – capsid protein; Rep – replication-associated protein; LIR – long intergenic region.
Сонымен қатар, CRISPR/Cas9 жүйесін пайдалана отырып, вирустық геномды нысанаға алу қос тізбекті үзілістердің пайда болуына әкеледі. Бұл зақымданулар қатеге бейім гомологиялық емес ұшты біріктіру арқылы жөнделеді. Осылайша, бұл жөндеу механизмі спейсер және PAM реттілігін қоса, Cas9 белсенділігіне қажетті негізгі тізбектерге сәйкес келетін РНҚ тізбегіндегі мүмкін мутацияларға байланысты CRISPR/Cas9 тану механизмін жеңуге қабілетті вирустық нұсқалардың генерациясына әкелуі мүмкін. Вирустар эволюциясының жоғары жылдамдығына ие болғандықтан және CRISPR/Cas9 PAM маңындағы бастапқы аралық тізбегіндегі сәйкессіздіктерге жол бермейтіндіктен, осы аймақтағы кез келген мутация CRISPR/Cas9 вирусты нысанаға алу мүмкіндігін шектейді немесе толығымен жояды, сондықтан нұсқалардың пайда болуына әкеледі. өңдеу процесін болдырмауға қабілетті вирустар.

Arabidopsis thaliana өсімдігінде CRISPR/Cas9 жүйесін пайдалану кезінде реттілік-спецификалық емес әсерлер кеңінен белгілі, бұл өңдеу жүйесін пайдалануды айтарлықтай шектей алады [85]. Сондай-ақ sgRNAs-да етРНҚ домендерінің қайталама құрылымдарының болуы sgRNAs мөлшерін азайтуы мүмкін қиРНҚ генерациясына әкелуі мүмкін. Бұл мүмкіндікті CRISPR/Cas9 мақсатты тізбектерін әзірлеу кезінде ескеру қажет. Осылайша, ықтимал мақсаттан тыс әсерлерді болжау үшін Perturb-Seq (CRISPR-Seq) [86], Guide-Seq [87] сияқты жаңа NGS негізіндегі платформаларды, сондай-ақ dCas9 [88] көмегімен иммунопреципитацияны қолдануға болады. Cas протеиндерінің оңтайлы тиімділігіне әсер ететін қосымша жағдай жоғары температура болып табылады. A. thaliana-да қайталанатын жоғары температуралық өңдеулер Cas9 тиімділігінің күрт артуына әкеледі [89]. Сол сияқты термиялық өңдеулер A. thaliana (29°C) және жүгеріде (28°C) Cas12a-ның тиімді редакциялануына әкеледі [90].
Жоғарыда айтылғандарға сүйене отырып, қазіргі уақытта Cas ақуыздарының жаңа нұсқаларын белсенді іздеу жүргізілуде. Бұл вирустардың жылдам эволюциясымен және нәтижесінде олардың CRISPR/Cas өңдеу механизмінен жалтару мүмкіндігімен байланысты ең күрделі мәселелерге күш-жігерді шоғырландыру үшін платформаны қамтамасыз ете алады. Осылайша, геномды өңдеу технологияларын дамыту, атап айтқанда, РНҚ вирустарына бағытталған, өзекті мәселе болып табылады. Айта кету керек, өсімдіктерді зақымдайтын барлық вирустардың шамамен 70% осы класқа жатады.

Бүгінгі күні 2 класқа жататын Cas жүйелерінің мүлдем жаңа түрлері ашылды. Оларға Cas12 деген атпен белгілі Cpf1 жатады [91]. Кейіннен оның эукариот жасушаларында жоғары белсенділікті көрсететін екі ортологы (Cas12b, Cas12c) анықталды [92]. Осылайша, оларда RuvC тәрізді доменнің болуына байланысты Cas12 протеиндері CRISPR/Cas жүйесінің 2-ші класының VI-B типіне жатқызылды. Бір қызығы, Cas12 tracrРНҚ-ны қажет етпейді және бір тізбекті РНҚ арқылы басқарылады. Бұл жаңалық гендік инженерияның дамуы үшін өте маңызды, өйткені Cas9 тудыратын үзілістерден айырмашылығы сатылы үзілістердің генерациялануы және әртүрлі PAM қажеттілігі әртүрлі манипуляциялар түрлеріне арналған құралдар жиынтығын айтарлықтай кеңейтеді.

2015 жылы Шмақов және басқалары [93] биоинформатикалық талдауды қолдана отырып, C2c2 (Cas13) деп аталатын 2-кластағы Cas ақуыздарының жаңа түрін болжаған. Бұл типте жоғары эукариоттардың және прокариоттардың (HEPN) екі нуклеотидті байланыстыру домендері бар, олар тек рнказа белсенділігімен байланысты, ал пре-crРНҚ өңдеу N-терминал спираль-1 доменінде (REC) жүреді [94]. Осының барлығы Cas13 бір тізбекті РНҚ-ны арнайы ыдырататын жалғыз эффекторлы РНҚ басқаратын мақсатты ақуыз ретінде қызмет ете алатынын көрсетеді (5-сурет). HEPN домендеріндегі мутациялар, әсіресе болжамды каталитикалық гистидин мен аргинин қалдықтары, Cas13 ақуызының ыдырау белсенділігін тежейді, бұл Cas13a ферментінің (deadCas13a) каталитикалық белсенді емес нұсқасының жиналуына әкеледі.
Cas13a 22-28 нт-тен тұратын crРНҚ-ны PFS (protospacer flanking sequence) (A, U, C нуклеотидтері) қатысуымен ыдыратады. Дегенмен, Cas9-дан айырмашылығы, Cas13a in vitro коллатеральды белсенділікке ие, бұл crРНҚ-мен немесе PFS-нің болуымен ешқандай гомологияға қарамастан жасушадағы циркуляионды РНҚ гидролизіне әкеледі.

Cas13a спецификалық емес рнказалық белсенділігі вирустық инвазияны танудың табиғи қорғаныс механизмі ретінде вирустық инфекцияның таралуын болдырмайды. Бұл қорғаныс механизмі бағдарламаланған жасуша апоптозын тудырады. Еркін айналымдағы РНҚ-ның бейспецификалық ыдырауы in vitro жағдайында тек прокариоттық организмдерге тән, ал эукариоттық жасушаларда ұқсас құбылыс анықталмаған [95, 96]. Cas13-тің бұл қамтамасыз ету әрекеті белгілі бір РНҚ өңдеу тұрғысынан кемшілік болып көрінуі мүмкін, бірақ ол Cas13 ферменттер тобын CRISPR/Cas негізіндегі диагностиканы әзірлеу үшін қуатты құралға айналдырды. Осылайша, SHERLOCK диагностикалық құралының (Specific High-sensitive Enzymatic Reporter unLOCKing) дамуы Cas13-ті ауруларды анықтау платформасы ретінде пайдалану мүмкіндігін көрсетті [97, 98]. Сондай-ақ модификацияланған SHERLOCK платформасы глифосатқа төзімділік генін зерттеу үшін соя бұршақтарында нуклеин қышқылын анықтау үшін сыналған. Бұл осы қолданбаның икемділігі мен маңызды қолданбалы мүмкіндіктерін көрсетті [99]. Сондықтан Cas13 ортологтарына негізделген бұл жүйе қысқа уақыт ішінде өсімдіктердегі әртүрлі вирустар мен вироидтарды анықтау үшін пайдаланылуы мүмкін. Осының барлығы ауыл шаруашылығы өнімдерінің сапасын бақылаудың жаңа тәсілдерін әзірлеу жөніндегі күш-жігерде айтарлықтай ілгерілеуге әкеледі.
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nbe-miR162a UCGAUAAACCUCUGCAUCCAG

GGAGGCAGCGGUUCAUCGAUCUGUUCCCUGAAAGGCGAUAACAAAAAUAUAGCAACAGGAAUCGGUCGAUAAACCUCUGCAUCCAG

miRNA gene location - Nbv0 5scaffold4238 from 8536 to 8451 miR reads - 910 miR* reads : 65
miR ATLAS Target Genes miRNA locus on GBrowse Home Page

nbe-miR162b UCGAUAAACCUCUGCAUCCAG

GGAGGCAGCGGUUUAUCGAUCUGUUCCCUGAAAAGCGAUAAACAAAAUAUAGCAACAGGAAUCGGUCGAUAAACCUCUGCAUCCAG

miRNA gene location : Nbv0 5scaffold5037 from 33616 to 33531. miR reads - 910 miR* reads : 14
miR ATLAS Target Genes miRNA locus on GBrowse Home Page





Бірінші кезең: бейімделу. Екінші кезең: жетілу. Үшінші кезең: CRISPR/Cas13a-делдалдық кедергі
Сурет 5 – Жасушалардағы CRISPR/Cas13-делдалдық вирустық интерференция
Ескерту – Сурет автормен Biorender бағдарламалық құралында құрастырылған
Өсімдік вирустарының бір тізбекті РНҚ молекулаларын бағдарламаланған ыдырауына бағытталған басқа зерттеулер 2018 жылы жүргізілді [100, 101]. Күтілгендей, трансгенді N. benthamiana және A. thaliana өсімдіктерінде вирустық РНҚ тізбегіне бағытталған crРНҚ бар Leptotrichia shahii-ден бөлінген Cas13a шалғам мозаикалық вирусымен (Turnip Mosaic Virus, TuMV) жылдам және тиімді РНҚ кедергісін көрсетті. Бұл жағдайда crРНҚ темекі шылдырмақ вирусына (Tobacco Rattle Virus, TRV) негізделген вектордағы бұршақ ерте қоңырлау вирусы (Pea early browning virus, PEBV) промоторы арқылы басқарылды. Бағыттаушы РНҚ және/немесе Cas ақуызын жеткізу үшін вирустық векторларды пайдалану вирустық инфекция кезінде бағыттаушы РНҚ және/немесе Cas протеиндерінің жылдам және тиімді экспрессиясына мүмкіндік беру арқылы CRISPR/Cas жүйесінің тиімділігін айтарлықтай жақсартады.

CRISPR/LshCas13a жүйесін пайдалана отырып, трансгенді темекі және күріш өсімдіктерінің TMV, күріш жолақты мозаикалық вирусы (Rice stripe mosaic virus, RSMV) және оңтүстік күріш қара жолақты ергежейлі вирусы (Southern rice black-streaked dwarf virus, SRBSDV) сияқты вирустарға төзімділігі әзірленді [102]. P3, NIb немесе картоп У вирусының (Potato virus Y, PVY) капсидті ақуызына бағытталған бұл жүйе аурудың алдын алуда жоғары тиімділік танытты [103].

Leptotrichia wadei-ден бөлінген Cas13a ортологы адам жасушаларында мақсатты РНҚ-ны деградациялау үшін пайдаланылды [104]. РНҚ нокдаун деңгейі РНҚи-мен салыстыруға болатын, бірақ ерекшелігі бойынша CRISPR/Cas13 жүйесі РНҚи жүйесінен жоғары болды. Дәл сол зерттеушілер тобы өсімдік жасушаларында CRISPR/LwaCas13-делдалдық РНҚ нокдаунының функционалдығын растады. Экспериментте үш түрлі ген күріш (Oryza sativa) протопластарына бағытталған. Өсімдік протопластары LwaCas13a және EPSPS (enzyme 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase), HCT (shikimate hydroxycinnamoyl transferase) және PDS (phytoene desaturase) гендеріне қарсы құрастырылған crРНҚ бар үш басқа вектормен контрансфекцияланды. Трансформациядан кейін 48 сағаттан кейін нокдаунның шамамен 50% алынды. Бұл Cas13 өсімдіктердегі цитоплазмалық РНҚ пулын тез азайта алатынын көрсетеді, сонымен қатар жүйенің өңделетін организмдердің кең ауқымына қолдану мүмкіндігін көрсетеді.

Есептеу реттіліктері деректерін интеллектуалдық анализін пайдалана отырып, басқа HEPN-құрамында РНҚ-нысаналы эффектор анықталды. Бұл ақуыз C2c6 (Cas13b) деп аталды [105]. Cas13b Prevotella sp. P5-125, VIB қосалқы түрі 2 класс ретінде жіктеледі. Эукариоттық жасушаларда мақсатты РНҚ деградациясына арналған Cas13b талдауы оның жоғары функционалдығы LwaCas13a үшін көрсетілгендей тұрақтандыру доменіне (msfGFP) тәуелді емес екенін көрсетті. N. benthamiana-да CRISPR/Cas13b-делдалдық манипуляциясын қолдану мүмкіндігінің дәлелі PspCas13b агроинфильтрацияланған және жүйелік жапырақтарда TMV-GFP жинақталуын сәйкесінше 50 және 52% тиімділікпен дәйекті түрде тежейтіні көрсетілді [106]. Дегенмен, вирустық титрлердің интерференциясының орташа тиімділігімен салыстырғанда, басқа Cas13 ортологтарының нуклеазалары Cas13b-ге қарағанда жоғары жылдамдыққа ие болды, сондықтан бұл нуклеаза тәжірибелерде одан әрі пайдаланылмады. Мақала авторлары сонымен қатар өсімдіктерді екі вируспен – TuMV-GFP және CMV-DsRed-мен бірге егіп, шам мен фильтрлер арқылы екі РНҚ вирусының жиналуын бақылаған. Авторлар TuMV-NIb, TuMV-GFP, CMV-1a және CMV-2a реттілігін толықтыратын алдын ала бағыттаушы РНҚ құрастырды. LwaCas13a көмегімен басу тиімділігі TuMV үшін RfxCas13d көмегімен 95 және 91%, CMV үшін LwaCas13a үшін 68% және RfxCas13d арқылы 66% болды. Бұл кем дегенде екі Cas13 нуклеазасы байланысты вирустарды мультиплекстік бағыттау үшін немесе өсімдіктердегі әртүрлі РНҚ вирустарын нысанаға алу үшін көп функциялы гидтік РНҚ құру үшін алдын ала бағыттаушы РНҚ құра алатынын көрсетеді.

Жаңа Cas13d ақуызы, Ruminococcus flavefaciens-тен оқшауланған, өлшемі шағын (930 ақ) эндогендік транскрипттердің қосылуын басқара алады [107]. TuMV-GFP геномындағы GFP, CP немесе HC-Pro аймағына бағытталған TuMV инфекциясының алдын алуға бағытталған зерттеулерде Cas13d басқа Cas13 нұсқаларына қарағанда үлкен артықшылықтарды көрсететіні анықталды [108]. Олар сонымен қатар Cas13d бір уақытта екі РНҚ вирусын нысанаға алу үшін пайдаланылуы мүмкін екенін көрсетті, осылайша CRISPR/Cas13d жүйесінің әлеуетті пайдалануын кеңейтеді. Жақында RxCas13d үшін CmYLCV промоторын қолдану 50%-ға жуық тиімділікті берген AtU6 промоторымен салыстырғанда РНҚ кедергісінің тиімділігін 85%-ға арттыратыны анықталды [109]. Келесі авторлар CRISPR/Cas жүйесін пайдалана отырып, TMV вирусына қарсы РНҚ дыбысын өшіруді зерттегенде, Cas13 үшін бағыттаушы crРНҚлар Cas13 нуклеазасы бар да, жоқ та вирустық РНҚ мен эндогендік РНҚ-ны азайта алатынын көрсетті [110]. Бұл жағдайда бағыттаушы crРНҚ-ны білдіретін тұрақты трансгендік линия қажет.

Тиісінше, жүйе егістікте, табиғи жағдайларда болатын аралас вирустық инвазияларды бақылау үшін ауылшаруашылық дақылдарында әлеуетті қолданылуы мүмкін.

Cas13d делдалдық PAC-MAN (Prophylactic Antiviral CRISPR in huMAN cells) РНҚ интерференция жүйесі SARS-CoV-2 жаңа коронавирусымен және А тұмауымен күресу үшін адамның өкпе жасушаларында да қолданылғанын атап өткен жөн (2-кесте) [111].

Кесте 2 – CRISPR/Cas13 жүйесін өсімдік вирустарына қарсы қолдану
	Cas13
	Алу көзі
	Өсімдік
	Вирус
	Нысана

	Cas13d (CasRx)
	Ruminococcus flavefaciens
	N. benthamiana
	TuMV -GFP
	HC-Pro, CP, GFP

	Cas13d

(CasRx)
	Ruminococcus flavefaciens
	N. benthamiana
	PVX-GFP
	PVX 

	LshCas13a
	Leptotrichia shahii
	N. benthamiana
	TuMV
	HC-Pro, CP, GFP

	LwaCas13a
	Leptotrichiа wadei
	rice
	GFP
	viral genome

	LshCas13a
	Leptotrichia shahii
	rice
	SRBSDV
	SRBSDV

	LshCas13a
	Leptotrichia shahii
	Solanum tuberosum L.
	PVY
	NIb, P3, CI, CP

	Ескерту – Кесте автордың өзімен деректерді жинау арқылы жасалынды


Қысқартулар: TuMV- Turnip mosaic virus; GFP - green fluorescent protein; PVX - Potato virus X; SRBSDV - Southern rice black-streaked dwarf virus; PVY - Potato virus Y; HC-Pro - helper component proteinase; CP – capsid protein; NIb – RNA-dependent RNA polymerase; P3 - potyviral membrane protein; CI - protein forms the laminate cytoplasmic inclusion bodies.
Біріктірілген бұл деректер Cas13 дәл, сенімді және масштабталатын РНҚ мақсатты қолданбалар үшін үлкен әлеуеті бар тиімді, әмбебап CRISPR/Cas жүйесінің бөлігі ретінде жұмыс істей алатындығын көрсетеді (3-кесте).
Кесте 3 – CRISPR/Cas жүйесінің нұсқаларының жалпы сипаттамалары 
	Атауы
	CRISPR/Cas9
	CRISPR/FnCas9
	CRISPR/Cas12
	CRISPR/Cas13a
	CRISPR/

Cas13b
	CRISPRCas13d

	Класс
	ClassII, type II
	Class II,

type II
	Class II, type II
	Class II, type VI-A
	Class II, type VI-B
	Class II, type VI-D

	Алу көзі
	Streptoc occus pyogenes
	Francisell a novicida
	Acidaminoco ccus sp.
	Leptotrich ia shahii, Leptotrichia wadei
	Prevotella sp.
	Ruminoco ccus flavefaciens

	Эффекторлық ақуыз
	Cas9
	Cas9
	Cas12
	Cas13a
	Cas13b
	Cas13d

	Компоненттері
	Cas9, sgRNA
	Cas9, sgRNA
	Cas12, gRNA
	Cas13a, gRNA
	Cas13b, gRNA
	Cas13d, gRNA

	Нысана ұзындығы
	~ 18-22 нт
	~ 18-22 нт
	~ 23-25 нт
	~ 28-30 нт
	~ 30 nt
	~ 28-36 нт

	PAM/PFS
	G
	G
	Т, C
	А, U, C
	А, U, C
	А, U, C

	Каталитикалық домендер
	RuvC, HNH
	RuvC, HNH
	NuC, RuvC
	HEPN 1, 2, Helica I
	HEPN 1, 2, Helica I
	HEPN 1,2, Helica I

	Энзиматикалық белсенділік
	ДНҚ таргеттеу
	Цитозолды РНҚ таргеттеу
	ДНҚ таргеттеу
	РНҚ нокдауны
	РНҚ нокдауны
	Тран скрипттің қосылуын бақылау in vivo мүмкін дігін жет кізу, РНҚ нокдаун

	Мультиплекстену
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Off-сайттар

	Әр түрлі

	Әр түрлі


	Әр түрлі


	Колла тералды РНҚ дегра дациясы
	Колла тералды РНҚ дегра дациясы
	-

	Ескерту – Кесте автордың өзімен деректерді жинау арқылы жасалынды


Вирустық ақуыздармен әрекеттесетін әртүрлі өсімдік факторларын CRISPR/Cas жүйесі арқылы мақсатты өңдеу үшін анықтауға болады. Бұл зерттеулер есептеу биологиясында молекулалық динамикалық зерттеулерді қолданумен біріктірілгенде үлкен әлеуетке ие. Осының барлығы қарқынды дамып келе жатқан вирустарға қарсы кең ауқымды әдістердің дамуының тұрақтылығын қамтамасыз етеді.
Атап айтқанда, потенциалды өсімдік факторларының төрт тобы қазір көптеген вирустарға қарсы өсімдіктердің төзімділігін зерттеудің перспективалық мақсаттары екендігі көрсетілді. Оларға: трансляцияға қатысатын рецессивті гендер – eEF1A және eEF4; теріс транскрипция реттегіштері – rgs-CaM; белоктардың посттрансляциялық модификацияларына қатысатын ферменттер – HAT2 және HAT3, протеинкиназалар SK4-1, NsAK, убиквитин лигазалары; фенилпропаноидты метаболизмнің факторлары және екінші реттік жасуша қабырғасы синтезі, олардың басылуы геминивирустармен инфекцияны кешіктіреді - 4-кумарат, КоА лигаза1, 4CL1, Bearskin2B, BRN2 [111, р. 5].
1.3.2 Өсімдіктердегі РНҚ-делдалдық интерференциясын зерттеудегі CRISPR/Cas13 жүйесінің технологиясы

Берілген диссертациялық жұмыста өсімдіктердің РНҚ-вирустарының геномына бағытталған платформа ретінде CRISPR/Cas13a жүйесін оптимизациясын бағалауға тырыстық. Nicotiana benthamianа-ғы РНҚ-вирустық өңдеуінің зерттеу моделі ретінде өсімдіктердегі экспрессиясы үшін кодондар бойынша оптимизацияланған нуклеаза Cas13a (pCas13a) қолданылды. Бұл нуклеаза Leptotrichia shahii (LshCas13a) бактериясынан бөлініп, Tombusviridae тұқымдасына жататын бір тізбекті оң РНҚ геномы бар қызанақтың ергежейлі бұталы вирусына (Tomato bushy stunt virus, TBSV) бағытталған crРНҚ-лармен бірге пайдаланылды. Вирустардың детекцисын оңай анықтау үшін TBSV (ΔP19, 75/78, RMJ1) вирусының мутанттары қолданылды. Бұл вирустар CRISPR/Cas13 жүйесінің экспрессиясы бар кезінде өсімдіктерге инокуляцияланды.
Өсімдіктердегі оптимизацияланған CRISPR/Cas13a жүйесі жабайы типтегі TBSV және оның мутанттары ΔP19, RMJ1, P19/75-78 титрлерін төмендетуге қабілеттілігін тексеру үшін сурет 5-ке сәйкес N. benthamiana жапырақтарында талдаулар жүргізілді. TBSV геномына бағытталу әлсіреген вирустың таралуына әкеледі, оны жаңадан пайда болған жапырақтардағы вирус-делдалдық GFP (RMJ1) экспрессиясының деңгейі мен жүйелі таралуын бақылау арқылы өлшеуге болады. RMJ1-ге бағытталу үшін, RMJ1 геномының екі түрлі аймағын нысанаға алуға арналған комплементарлы crРНҚ-лар құрастырылды: GFP аймақтарындағы екі crРНҚ нысанасы (GFP таргеттері 1,2), P19 TBSV супрессорлық ақуызы үшін үш нысан (P19 таргеттері 1,2,3). CRISPR/pCas13a функционалдығын тексеру үшін синтетикалық crРНҚ, PK2GW7:pCas13a бинарлық клондарын тасымалдайтын Agrobacterium tumefaciens GV3101 аралас культуралары, crРНҚ транскрипттері жабайы типтегі TBSV және оның мутанттарымен N. benthamiana жапырақтарына коинокуляцияланды. Бақылау ретінде жабайы типті TBSV мен оның мутанттарының геномымен ұқсастығы жоқ бейспецификалық сrРНҚ (nsgcrRNA) пайдаланылды. Сонымен қатар жаңадан құрылған конструкцияның тиімділігін арттыру үшін супрессорлық ақуыз Р19 бен температуралық модуляциялар қолданылды.
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nbe-miR168a UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAC
UCGCUUGGUGCAGGUCGGGACCUGCUUUGUCGGCGACAAUGACGUCAGCUGACGGUGACGGUGGCAUAUCGAUAGAUAUACAUGUUUAUGACGAAGUUUGGGUCCCGC
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miRNA gene location : Nbv0.5scaffold 1216 from 352819 to 352942. miR reads : 129077 miR* reads : 7648
miR ATLAS Target Genes miRNA locus on GBrowse Home Page

nbe-miR168b UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAC

e aCUUGGUG CAGGUCGGGACUAAUUCGCCRGCGECEECAAUCACGACGRCERUBAUUGUUAUUAAAUGGAGUUAAGAUGUACGAAGUUAUCAACUUUUUUUGUUUUGC
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mIRNA gene location : Nbv0.5scaffold2893 from 65905 to 66046, miR reads : 133948 miR" reads : 7954
miR ATLAS Target Genes miRNA locus on GBrowse Home Page

nbe-miR168c UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA
CACAUCUCUAUCUAUCUGUGUCGAGGAGUUUCCAUUUGUUGCGGCGGCCUCUAACUCGCUUGGUGCAGGUCGGGAACUGACUCGCC

CACAUCUCUA- - - ue - UcCCAU u
GAG GAGUU
Ll Illb\ L LLLL
GG GGUUC cuUcAA GGCG
CCGCUCAGUCAA c Gu G ucucc G

c
o

o—c
c
o

>—c
o—o
c
o—c
®
c

G
c

>
o—c
o—o

mIRNA gene location : Nbv0.5scaffold3586 from 6331 to 6416. miR reads : 0 miR" reads : 0
mIR ATLAS Target Genes mIRNA locus on GBrowse Home Page

nbe-miR168d UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAC

UCGCUUGGUGCAGGUCGGGACUAAUUCGCCGGCGACGGCGGCAAUCACGACGACGGUGAUUGUUAUUUAAUGGAGUUUAGACGUACGAAGUUAUCAACAUUUUUUUGUL
CCUUGCAUCAACUGAAU
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mIRNA gene location : Nbv0 5scaffold5879 from 1729 to 1874. miR reads : 133948 miR" reads : 7955
miR ATLAS Target Genes miRNA locus on GBrowse Home Page

nbe-miR168d3 CCCGCCUUGCAUCAACUGAAU

CGAAAUUUGUCCCGCCUUGCAUCAACUGAAUUGGAGACUGCUGUGAAUUGCAUAUAGUUUGGAUUGAUUUAAGCUAUGCCAGCUUUGUUCAGGAUCGAUCUAAUAUUUCK
UUUAAUUAAACUGUUCAGUUUGAUUCCAAUUGUUACUUCUUUCUCUGUGUGUGUUUUCUUCUUCUUAGUACUUCAGAUUUGAUUUGCCUGGA

Loop structure too large to display

mIRNA gene location : Nbv0.5scaffold5879 from 1844 to 2064. miR reads : 0 miR" reads : 0
miR ATLAS Target Genes miRNA locus on GBrowse Home Page

nbe-miR168e UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAC

UCGCUUGGUGCAGGUCGGGACCUGUCUCGCCGGCGACAAUGACGUCAGCUGACGGUUACGGUGCCGUAUCGAUAGAUAUACAUGUUGUUUAUGACGAAGUUUGGGUCC
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mIRNA gene location : Nbv0 5scaffold8177 from 2958 to 3084. miR reads : 129079 miR" reads : 7648
miR ATLAS Target Genes miRNA locus on GBrowse Home Page





Сурет 5 – Тәжірибелердің дизайны
Ескерту – Сурет автормен Biorender бағдарламалық құралында құрастырылған
2 ЗЕРТТЕУДІҢ МАТЕРИАЛДАРЫ МЕН ӘДІСТЕРІ
2.1 Зерттеу объектілері

Зерттеу жұмысы Л.Н. Гумилев атындағы Еуразия ұлттық университетінің «Жасушалық биология және биотехнология» ғылыми-зерттеу институтының Рустем Омаров атындағы «Өсімдіктер биотехнологиясы» ғылыми зертханасы базасында жүргізілді. Зерттеу объектілері ретінде CRISPR/Cas13a, N. benthamiana, Tomato bushy stunt virus қолданылды.

Tomato Bushy Stunt Virus (TBSV) – диаметрі 34 нм болатын сфералық вирус. Ол Tombusviridae тұқымдасына жатады және ұзындығы 4800 нуклеотидті оң полярлы бір тізбекті РНҚ молекуласынан тұрады. Вирус салмағы 41 кДа болатын 180 бірдей ақуыз суббірліктерімен жабылған (6-сурет). Вирус бес ақуызды кодтайды. P92 репликаза және оның Р33 шапероны геномдық РНҚ (gРНҚ) арқылы транскрипцияланады. Капсидті ақуызы CP41 субгеномдық RNA1 (sgРНҚ1) арқылы синтезделінеді. Сонымен қатар, РНҚи супрессорлық ақуызы P19 және вирустың қожайын организміндегі қозғалысына жауап беретін ақуыз Р22 субгеномдық RNA2 (sgРНҚ2) көмегімен транскрипцияланады.

Вирустық құрылымдарды Техас A&M университетінің профессоры доктор Герман Шольтхофпен ұсынылды.
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Сурет 6 – TBSV геномының және оның мутанттары
Ескерту – Сурет автормен Biorender бағдарламалық құралында құрастырылған
2.2 Зерттеу әдістері

2.2.1 Өсімдіктерді өсіру

N. benthamiana өсімдіктері ұзақ күндік фотопериод жағдайында (16 сағат жарық/8 сағат қараңғы), салыстырмалы ылғалдылығы 65% бар жылыжайда өсірілді. Температураның ауытқуы 20-дан 27°С-қа дейін болды. Өсіру бөлмесін жарықтандыру үшін спектрі 2700 К және 6400 К шамдар пайдаланылды. 
2.2.2 GFP ақуызын визуализациялау

GFP экспрессиясы инфильтрациядан кейін 7 күннен соң (dpi) ультракүлгін сәулесі бар шамды пайдалану арқылы байқалды. Суреттер Nikon камерасымен және ультракүлгін сәуле астында түсірілді. Жапырақ үлгілері молекулярлық талдау үшін 7 dpi жиналды.

2.2.3 Температуралық стрессті имитациялау

N. benthamiana өсімдіктері 5-6 аптадан соң, 30°С, 37°С, 40°С режимі бар өсімдіктерді өсіретін өсу камераларына агроинфильтрациядан соң ауыстырылды. Бақылау өсімдіктері болатын үлгілер 25°С температурасы бар жылыжайда қалдырылды. Барлық топтағы өсімдіктер екі күнде бір рет 50 мл сумен суарылды. Температуралық стресстің өсімдіктерге әсер ету уақыты 48 сағат болды.

2.3 Бактериялық штамдар, плазмидалар

Зерттеу жұмысында рекомбинантты ДНҚ сақтап, көбейтіп алу үшін E. Coli бактериясының Dh5(, XL-10 Gold штамдары мен ақуыз экспрессиясы үшін A tumefaciens бактериясының GV3101, Lba4404 штамдары пайдаланылды. Берілген штамдарының генотиптері 4-кесте көрсетілген. 
Кесте 4 – бактериялық штамдардың генотиптері мен алу көздері
	Штамм
	Генотип

	Dh5(
	F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), λ–

	XL-10 Gold
	endA1 glnV44 recA1 thi-1 gyrA96 relA1 lac Hte Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 tetR F'[proAB lacIqZΔM15 Tn10(TetR Amy CmR)]


E. Coli клеткалары ампициллин (100 мкг/мл) қосылған әмбебап LB қоректік ортасында 37°C, 240 айн/мин өсірілді. 
Плазмидалар мен векторлар. Кесте 5-те берілген жұмыстағы қолданылған векторлар мен плазмидалар көрсетілген.
Кесте 5 – Рекомбинантты ДНҚ синтзедейтін плазмидалар
	Плазмидалар
	Ерекшеліктері

	1
	2

	pTBSV100
	Т7 промоторы, LacZ-alpha, AmpR, wtTBSV

	pUC19-TBSV-RMJ1
	Т7 промоторы, LacZ-alpha, AmpR, TBSV-RMJ1

	pUC19-TBSV-P19/75-78
	Т7 промоторы, LacZ-alpha, AmpR, TBSV-P19/75-78

	pUC19-pCas13a
	attL1, HA эпитопының үш тандемді қайталамасы, LshC2c2, нуклеоплазминнен екі жақты ядролық локализация сигналы, attL2, TcR, AmR

	pK2GW7-pCas13a 
	CaMV 35S промоторы, HA эпитопының үш тандемді қайталамасы, attB1, LshC2c2, нуклеоплазминнен екі жақты ядролық локализация сигналы, attB2, Sm/SpR, KanR 

	pK2GW7
	CaMV 35S промоторы, attR1, ccdB, attR2, SpR, KanR, pVS1 плазмидасынан алынған репликационды ақуыз

	pCambia2300
	CaMV 35S промоторы, LacZ-alpha, KanR, сигнал полиаденили рования 35S, репликационный белок из плазмиды pVS1

	5-кестенің жалғасы


	1
	2

	pCambia2300-P19
	TBSV-P19, CaMV 35S промоторы, LacZ-alpha, KanR, полиаденилдену сигналы 35S, pVS1 плазмидасынан алынған репликационды ақуыз

	pCambia2300-RMJ1
	RMJ1, CaMV 35S промоторы, LacZ-alpha, KanR, полиаденилдену сигналы 35S, pVS1 плазмидасынан алынған репликационды ақуыз


2.4 Хемокомпетентті E. Coli клеткаларын жасау
Бактериялық культуралар жаңа 5 мл LB қоректік ортасында өсірілді. Кейін 200 мл көлемі бар конусты колбада бұл егін қайтадан 25-50 мл LB ортасында сұйытылды. Өсіру параметрлері: 37°С, 250 айн/мин, OD600 = 0.5, 18 сағат. Салқындатылған, стерилді пробиркаларға бактериялық клеткалар 5000 айн/мин 5 минут бойы центрифугалау арқылы жиналды.
Хемокомпетентті клеткаларды жасау үшін бактериялар TSS буферінде (PEG 8000 – 5 грамм, 1М MgCl2 – 1,5 мл, DMSO – 2,5 мл, LB – 41 мл) ресуспензияланып, 10 минут мұзда инкубацияланды. Клеткалардың суспензиясын 3000 айн/мин 10 минут бойы 4°С центрифугалау арқылы жинады. Супернатант алынып, клеткалардың центрифугаты салқындатылған TSS буферінде ресуспензияланды. TSS буферінің көлемі бөлініп алынған культураның көлемінен 10%-ын құрады. Бұл процесс екі рет қайталанды. Кейін клеткалық суспензияны 2,5 мл DMSO қосу арқылы 20 мл буферде 10 минут мұзда инкубациялады. Аликвоталарды 100 мкл салқындатылған эппендорфтарда -80°С сақтады.
2.5 Жылу соққысы әдісімен E. Coli бактерияларын трансформациялау
Хемокомпетентті клеткаларды мұзда 20 минут бойы ерітті. Концентрациясы 1-5 мкг бар плазмидтік ДНҚ-ны 50 мкл хемокомпетентті клеткалар суспензиясына ақырын араластыру арқылы енгізді. Жасалған қоспаны мұзда 30 минут инкубациялады. Кейін клеткаларды 30 секунд 42°С моншада инкубациялап, 2 минут бойы мұзға көшірді. Сосын 250 мкл LB пробиркаларға құйылып, 1 сағат бойы 37°С 250 айн/мин термошейкерде өсірілді. Инкубация уақыты өткен соң, сәйкес антибиотигі қосылған LB агар қоректік ортасына 80-100 мкл клеткалар суспензиясын Петри табақшасына Дригальский әдісі арқылы егілді. Өсіру параметрлері: 37°С, 18 сағат. Келесі күні бактериялары өсіп шыққан Петри табақшалары 4°С тоңазытқышта сақталды.
2.6 Электрокомпетентті A. tumefaciens клеткаларын жасау

Сұйық 3 мл LB (10 г триптон, 5 г ашытқы экстрактісі, 10 г NaCl, 975 мл dH2O (pH 7,0)) қоректік ортасына Agrobacterium tumefaciens 1 колониясымен инокуляциялап, 28°C температурада 250 айн/мин термошейкерде 5 cағат инкубацияланды. Осыдан кейін рифампицин (12,5 мкг/мл), спектиномицин (50 мкг/мл), гентамицин (50 мкг/мл) антибиотиктері бар 150 мл LB қоректік ортасы бар үш колбаға 1 мл-ден өсіп шыққан культурамен инокуляциялап, 28°C 250 айн/мин термошейкерде 30 сағат өсірілді. Ары қарай өсіп шыққан культураларды қалыпты айналдыра отырып, 15 минуттай мұзда салқындатылды. Дақылдарды 50 мл пробиркаларға көшіріп, 3000-4000g айналымда, 20-30 минут 4°C температурада центрифугалау арқылы тұнбаға түсірілді. Супернатант төгіліп, алынған тұнба 10 мл салқын сумен араластырылды. Кейін 50 мл-ге дейін мұздатылған сумен жеткізілді. Бұл процесс төрт рет қайталанды. Соңғы центрифугалаудан соң, супернатант төгіліп, тұнба 4,5 мл салқындатылған 10% глицеринде ресуспензияланды. Алынған қоспа 80 мкл-ден алдын ала салқындатылған 1,5 мл пробиркаларға аликвотттанып, сұйық азотта дереу қатырылды. Электропорацияға дейін -80°С мұздатқышта сақталынды.
2.7 Өсімдіктердегі экспрессияға арналған Cas13 ортологының конструкциясын құрастыру

Cas13 ортологы үшін ДНҚ тізбегі addgene (Addgene плазмидасының нөмірі 118963) репозиторийі арқылы алынды. PK2GW7 векторы VIB-UGent Center for Plant Systems Biology (Vector ID: 1_08, Бельгия) универсетімен қамтамасыз етілді. Содан кейін Cas13 реттілігі pUC19 векторынан рK2GW7 бинарлық векторларына LR Gateway рекомбинантты клондау технологиясы (Invitrogen) арқылы көшірілді. Клондау әдісін 1,5 мл микроцентрифугалық пробиркаға бөлме температурасында келесі компоненттерді қосу арқылы жасады: 1-7 мкл донорлық клон (50-150 нг), 1 мкл тасымалдаушы векторы (150 нг/мкл), ТЕ буфер (рН 8) 8 мклге дейін. Ары қарай мұзда LR Clonase II ферменттер қоспасы 2 минуттай ерітілді. Әр үлгіге реакционды қоспаға 2 мкл LR Clonase II ферменттер қоспасын қосып, екі рет араластырды. Реакцияны 1 сағат, 25°С температурада инкубирледі. Ары қарай, 1 мкл протеиназа К әр үлгіге қосылып, 10 минут 37°C температурада инкубирленіп, реакция тоқтатылды. Кейін 50 мкл хемокомпетентті клеткаларға 1 мкл LR реакциясы қосылып, трансформация жүргізілді. Нәтижесінде гүлді қырыққабат вирусының (CMV) 35S конститутивтік промоторының бақылауындағы өсімдіктердегі экспрессиясы үшін рK2GW7:Cas13 құрылысы жасалынды. Алынған құрылым Сэнгер секвенирлеуі арқылы расталды. 

2.8 crРНҚ молекулаларын дизайнын жасау
Күшейтілген мақсатты ерекшелігі бар crРНҚ құрастыру және болжамды мақсаттан тыс әсерлерді жобалау үшін CRISPR-RT, мақсатты аймақтың екінші реттік құрылымының түзілуін есептеу үшін RNAfold, JNSViewer сияқты алгоритмдер пайдаланылды. Барлық crРНҚ-лар 76 нуклеотидтен тұратын олигонуклеотидтер ретінде синтезделінді (IDT, АҚШ). Сонымен қатар, T7 полимеразасы арқылы транскрипттер синтезі үшін T7 промоторы бақылауында crРНҚ-лар олигомерлер ретінде синтезделінді.

2.9 Сұйық-сұйық фазаларды бөлу

CRISPR/Cas нуклеазды белсенділігі бар ерітіндінің бұлттылығын детекциялау арқылы РНҚ анықтау үшін [112] сұйық-сұйық фазаны бөлу әдісі қолданылды. Полимер жүйелерінде фазаларды бөлу арқылы РНҚ анықтау поликатионды алифатты аминдер – сперминдердің қатысуымен өтті. Cas13, сондай-ақ РНҚ/сперминмен реакциялар құрамында 40 мМ Tris-HCl, 60 мМ NaCl, 6 мМ MgCl2, (рН 7) бар C13RB реакция буферінде жүргізілді. 
2.10 Электропорация
Agrobacterium tumefaciens GV3101 штамының электрокомпетентті жасушалары pK2GW7-pCas13a құрылымын трансформациялау үшін пайдаланылды. Диаметрі 0,2 см кюветаларға алдын ала мұзда еріген 50 мкл электрокомпетентті жасушалар тасымалданып, оларға 1-5 нг плазмидтік ДНҚ қосылды. Содан кейін салқындатылған кюветаны соғып, электропоратордың (MicroPulser, Bio-Rad) пластинасына салды. Agrobacterium tumefaciens үшін оңтайландырылған ток өткізгіштік параметрлері келесідей болды: 180 kV, 25 мА, 25 W, 50 mF. Содан кейін кюветаларға 500 мкл көлеміндегі сұйық SOC қоректік ортасы қосылып, араластырылды. Содан кейін алынған қоспаны 2 мл пробиркаларға құйып, 2 сағат 28°С, 220 айн/мин инкубацияланды. Инкубациядан кейін жасушалар центрифугадан өткізіліп, нәтижесінде 80 мкл көлеміндегі тұнба тиісінше 1:4 қатынасында спектиномицин және рифампицин сияқты антибиотиктері бар LBA қатты қоректік ортасы бар Петри табақшаларына ауыстырылды.
2.11 N. benthamiana өсімдігінің транзиентті экспрессиясы

Алынған бинарлық векторлар транзиентті экспрессияға дайындалды. Cas13a гені бар рK2GW7-Cas13a экспрессионды конструкциясы A. tumefaciens GW3101 штамына электропорация арқылы трансформацияланды. Бір колония антибиотиктермен (спектиномицин (1:1), рифампицин (1/4)) LB қоректік ортасында (5 мл) түні бойы өсірілді. Әрі қарай, Agrobacterium культурасы центрифугалау арқылы түйіршіктендірілді, инфильтрациялық буфермен (20 мм MES + 20 мМ MgCl2 + 200 мкм ацетосерингон) қайта суспензияланды және vir гендерінің экспрессиясын индукциялау үшін, қараңғыда 25°С температурада 2 сағат бойы инкубацияланды. Транзиентті экспрессия 6 апталық N. benthamiana өсімдіктерінің ортаңғы ярустарының жапырақтарында 1 мл инсулин инесі жоқ шприц арқылы жүргізілді. 72 сағаттан кейін талдау үшін жапырақ үлгілері алынды.

2.12 Плазмидтік ДНҚ бөліп алу
1-5 мл өсіп шыққан бактериялық культура 30 секунд центрифугаланып, супернатант жойылды. Центрифугатқа 200 мкл ресуспензиялық буфер қосылып, вортекс арқылы сұйытылды. Алынған қоспа 1,5 мл пробиркаларға көшіріліп, 200 мкл лизис буфері қосылды. Пробиркалар 5-6 рет айналдырылып, бөлме температурасында 1 минут инкубацияланды. Кейін 400 мкл нейтрализациялаушы буфер қосылып, ақырын араластырылып, бөлме температурасында 2 минут инкубцияланды. Лизат 5 минут центрифугаланды. Пайда болған супернатант спин бағанаға көшіріліп, центрифугада 1 минут, 4°С, 13000 rpm айналдырылды. Пайда болған тұнба жойылды. Бағанаға 200 мкл шаю буфері қосылып, 1 минут спин бағана центрифугаланды. Тұба жойылды. Бұл саты екі рет қайталанды. Кейін 1,5 мл пробиркаға бағана көшіріліп, 50 мкл 50°С қыздырылған элюция буфері қосылды. Үлгілер 2 минут бөлме температурасында инкубирленіп, 2 минут центрифугаланды. Алынған 50 мкл плазмидік ДНҚ тәжірибелерге дейін -20°С температурада сақталынды.
2.13 Сақиналы плазмидтік ДНҚ рестрикциясы
Рекомбинантты ДНҚ бар плазмидалар II типті рестриктазалармен тізбекті формаға ауыстырылды. Ол үшін 5 мкл плазмидтік ДНҚ, 5 мкл 5х рестрикцияға арналған буфер, 2 мкл рестриктаза мен 48 мкл дистилден судан тұратын реакционды қоспа жасалынды. Кейін 25°С-та 15-20 минут су моншасында инкубацияланды. Қолданылған рестриктазалар: SmaI (R0141S), EcoRI (R0101S), SalI (R0138S). 
2.14 Тізбектелген плазмидтік ДНҚ рестрикциядан кейін тазарту
Рестрикттер транскрипцияға дейін келесідей тазартылды: 50 мкл тізбектелген плазмидтік ДНҚ, 450 мкл дистилденген су мен 500 мкл фенол:хлороформ:изоамилспирті (25:24:1) мөлшерінде араластырылды. 30 секунд бойы араластырылып, 4°С, 12000 айн/сек, 20 минут параметрлері орнатылған центрифугада айналды. Пайда болған үш фазаның ең үстіңгі фазасы (шамамен 400 мкл) жаңа стерильді пробиркаларға көшіріліп, 1/10 натрий ацетаты мен 1,5 мл дейін этил спирті қосылды. Үлгілер түнге вертикальды түрде -20°С-қа тұндырылуға қалдырылды. Келесі күні 4°С, 12000 айн/сек, 20 минут центрифугаланып, супернатант жойылды. Центрифугатқа 500 мкл 70% спирт қосылып, 5 минуттай екі рет центрифугаланды. Соңында супернатант алынып, пробиркалар ваккумде кептірілді. Кептірілген пробиркалардағы тазартылған плазмидік тізбекті ДНҚ 12 мкл ультра таза дистелденген суда элюирленді. Тазартылған рестрикттер -20°С температурада транскрипцияға дейін сақталды.
2.15 in vitro транскрипция

In vitro транскрипциясы HiScribe T7 in vitro транскрипция жинағы (NEB, Ұлыбритания) протоколына сәйкес жүзеге асырылды: 2 мкл транскрипция буфері, 0,5 мкл РНҚаза ингибиторы, 2 мкл rNTP (ATP, GTP, CTP, UTP), 1 мкг сызықтық ДНҚ, 6 мкл MilliQ су және 2 мкл T7 РНҚ-полимераза бар көлемі 20 мкл реакция қоспасы дайындалды. Бұл қоспаны 37°C температурада 3 сағат бойы инкубацияланды. Транскрипттерді анықтау этидиум бромидінің көмегімен 1% агарозды гель электрофорезі арқылы жүзеге асырылды, содан кейін Vilber Lormat гельді құжаттау құрылғысы (Франция) астында визуализация жүргізілді. 
crРНҚ олигомерлері 95°С-та 5 минуттай денатурацияланды, содан кейін бөлме температурасында салқындатылды. Әрі қарай, T7 полимеразасы үшін өндірушінің (Thermofisher Scientific) хаттамасына сәйкес in vitro транскрипциясы жүргізілді.

2.16 Көлденең гель-электрофорез

Көлденең 1% агарозды гель-электрофорез жасау үшін, 60 мл 1хТВЕ (Трис – 5,4 гр., Бор қышқылы – 2, 75 гр., 0,5 М ЭДТА – 2 мл, 490 мл – дистилденген су) буферіне 60 мг агароза қосылып, микротолқынды пеште агароза ерігенше қыздырылды. Кейін агароза 60°С дейін суығанда, 2 мкл этидиум бромиді қосылып, көлденең электрофорезге арналған плашкаға гель құйылып, 4°С-та 15 минутта қатырылды. Гельден тарақша алынып, үлгілер 6х ДНҚ жүктеу буферімен 6:1 қатынасында қалташаларға енгізілді. Электрофорезді жүргізу параметрлері: 110 V, 50 mA, 5W, 50 минут. 
2.17 N. benthamiana өсімдіктерін вируспен инокуляциялау
Әрбір өсімдіктің ортаңғы жапырақтарының бетіне вирустық транскрипттер мен инокуляциялық буфері rub-әдісі арқылы жағылды. Инокуляцияға арналған буферге (100 мкл) 50 мМ KH2PO4, 50 мМ глицин (рН 9,0), 1% селит пен дистелденген су кіреді. Вирустық РНҚ-ның енуіне кішігірім механикалық зақым келтіріп, жұмсақ қозғалыстармен жапырақтардың бетіне 25 мкл егу қолданылды.

2.18 Вирустық бөлшектерді өсімдік тіндерінен тазартуға арналған экспресс анализі
Вириондарды бөліп алу және тазарту [113] сәйкес 10 мМ натрий фосфатында (рН 6,8) және 0,02% натрий азидінде ерітілген гидроксиапатитпен бағанды хроматография арқылы жүзеге асырылды. Диаметрі 2,5 см, биіктігі 30 см бағана қолданылды. Бағанаға қатты фаза ретінде 5 мл гидроксиапатит (Hydroxyapatite Bio-Gel, BioRad) енгізілді. Гидроксиапатит матрицасы теңестіріліп, 0,01 М натрий фосфат буферімен (рН 6,8) жуылды. Содан кейін бағанаға инокуляцияланған өсімдіктің гомогенизацияланған өсімдік сығындысы қолданылды. Экстракция мұзда жүргізілді. Осы мақсатта инокуляцияланған өсімдіктерден 200 мг апикальды жапырақтары алынып, 10 мм натрий фосфат буферінде ұнтақталды. Алынған гомогенизацияланған қоспаны центрифугада (Eppendorf 5804R, Германия) 25 минут бойы 10 000 айн/мин, 4°C центрифугаланды. Үлгілер 4 мл бастапқы көлемімен жиналды. Содан кейін алынған материал 1% агарозды гель электрофорезінде 80 В, 50 мА 1,5 сағат бойы анықталды. 
2.19 Вирустық бөлшектерді анықтауға арналған экспресс-талдау

Хроматографиялық бөлуден кейінгі үлгілер TBSV вирусының капсидті ақуызының (CP) бар/жоғын анықтау үшін қолданылды [114]. Фракциялар агарозды гельде бөлінді, содан кейін олар 1xTBE буферінде 12-16 сағат бойы нитроцеллюлоза мембранасына капиллярлы трансфер арқылы көшірілді. Содан кейін мембрана трансиллюминатор астында кросс-линкинг жүру үшін 5 минут бойы тұрды, содан кейін мембрана құрғақ сүт ерітіндісімен 1 сағат бойы блокталды. Келесі қадам СР протеиніне қарсы тышқанға реактивтілігі бар біріншілік антиденелерінің ерітіндісінде кейін сілтілі фосфатазамен конъюгацияланған тышқанға қарсы екіншілік антиденелермен инкубацияланды. NBT/BCIP ерітіндісі мембранадағы өнімге, яғни капсидтік ақуызға тән фармазан жолақтарын анықтау үшін субстрат ретінде пайдаланылды.

2.20 Денатурациялаушы жағдайдағы гель-электрофорез (SDS PAGE) 

Электрофоретикалық талду үшін супернатанттағы еріген ақуыздар пайдаланылды. Ақуыздардың концентрациясын Брэдфорд әдісі [115] арқылы анықталды.

Ақуызды бөлу денатурацияланған жағдайда вертикалды полиакриламидті гельде (15, 7%) жүргізілді. Үлгілерді дайындау үшін талданатын өсімдіктің 200 мкг жапырақтары 400 мкл 1xTE буферінде гомогенизацияланды, содан кейін 10000 айн/мин 25 минут, 4°С центрифугалық тұндыру жүргізілді. Содан кейін шамамен 75 мкл супернатантты 25 мкл құрамында SDS, глицерин және тотықсыздандырғыш ß-меркаптоэтанолы бар 5X кракинг буферімен, әдетте 3:1 қатынасында 3 минут бойы қайнатылды. Салқындағаннан кейін үлгілер 10000 айн/мин жылдамдықпен 5 минут бойы центрифугаланды. Содан кейін осы қайнатылған үлгілердің 30 мкл мөлшерін 5% акриламидті SDS-PAGE (3 мл 30% бастапқы акриламид, 3 мл су, 3,8 мл 1,5 Tris (pH 8,8), 10 % SDS, 100 мкл 10% APS, 30 мкл TEMED қоспасынан тұратын үстіңгі, яғни концентрлеуші гель; 600 мкл 30% акриламид, 500 мкл Tris (рН 6,8), 2,7 мл су, 40 мкл 10% SDS, 100 мкл 10% APS, 3,2 мкл TEMED тұратын астыңғы / бөлуші гель) салынды. және; және және электромедицинді қоспасы бар жинақтау гелі) геліне жүктеп, 1X TGS жұмыс буферінде (24,8 мМ Tris, 192 мМ глицин, 3,5 мМ SDS) 2 сағат бойы 120 V, 50mA параметрлерінде электрофорез жүргізілді. Содан кейін гель вестерн-блот талдауы үшін нитроцеллюлоза мембранасына ауыстырылды немесе стандартты әдістерге сәйкес Coomassie Brilliant Blue R-мен боялды.
2.21 Вестерн-блоттинг
Кейіннен молекулалық салмақпен бөлінген ақуыздар нитроцеллюлоза мембранасына (Осмоникс, Вестборо, МА) Bio-Rad Trans-Blot Turbo жартылай құрғақ трансфер арқылы көшірілді. Трансфер параметрлері: 7 минут, 1А, 25V. Ақуыздарды көшіргеннен соң, Ponceau S (Sigma, St. Louis, МО) бояғышымен 5 минут, 1% блоктаушы буферде (1% құрғақ сүт, 20% Tween-20, 1xTBS (50 мМ Трис, 20 мМ NaCl, pH 7,4)) 1 сағат 4°С-та бітелді. Кейін мембрана 30 мл 1xTBST буферінде 3 рет 7 минуттан шайылып, 10 мл коммерциялық біріншілік моноклоналды антиденелермен (1:10000) 4°С температурада түн бойы инкубацияланды. Мембрананы үш рет шаюдан соң, түрге байланысты 10 мл блоктаушы буферде сұйытылған екіншілік антиденелермен 1 сағат инкубацияланды. Екіншілік антиденелер сілтілі фосфатазамен конъюгирленгені үшін, субстрат ретінде NBT (Nitrotetrazolium blue chloride)/BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indoyl phosphate ptoludine) ерітіндісі қолданылды. Реакция мембрананы ddH20 шаю арқылы тоқтатылды.
2.22 Р19 ақуызының иммунопреципитациясы

Р19 ақуызының иммунопреципитациясы Омаров, 2006 [116] бойынша жүргізілді. Бақылау және инокуляцияланған өсімдіктер 1xTE буферінде 1:2 қатынасында гомогенизацияланып, центрифугада 25 минут, 4°С, 10000 айн/сек тұндырылды. Алынған супернатанттың 200 мкл көлеміне 1 мкл Р19 ақуызына қарсы біріншілік антиденелер қосылды. Берілген қоспасы бар пробиркалар 2 сағат бойы 4°С-та әлсіз араластыру арқылы инкубацияланды. Кейін 30 мкл Protein G (Pierce, Thermofisher Scientific) агарозды гранулалар қоспаға енгізіліп, тағы 2 сағат шейкерде тұндырылды. Инкубация уақыты өткен соң, агарозды гранулалар спецификалық емес ақуыздарды байланыстыру үшін, 4000 aйн/сек 10 минут бойы центрифугаланды. Супернатантты жаңа пробиркаға көшіріп, центрифугат салқындатылған IP буферінде (10 мМ Трис рН 8, 1 мМ ЭДТА, 150 мМ NaCl, 1% тритон Х-100, PMSF) 6 рет шайылды. Центрифугатта  P19 қарсы біріншілік антиденелермен ассоциирленген ақуыздары босату үшін элюциялық буфер (1М NaCl, 5мМ ЭДТА) қолданылды. Алынған екі фракцияны вестернблот пен UREA PAGE пайдаланды. Ол үшін агароздық гранулалар 35 мкл кракинг буферінде (50 мМ Tris, (рН 6,8,) 100 мМ ДТТ, 0,1% бромофенол көк, 10% глицерол) қайта ресуспензияланып, 5% SDS-PAGE жүктеледі. 8М Urea бар 17% акриламидті гель үшін иммунопреципитацияланған P19-мен байланысқан қиРНҚ-ларды анықтау үшін гранула қиРНҚ жүктейтін бояғышта қайта суспензияланып, 3 минут қайнатылды және гельге жүктеу алдында бірден мұзға қойылды.
2.23 Жалпы РНҚ бөлу
Зерттелетін өсімдіктердің ұлпаларынан жалпы РНҚ бөліп алу үшін өндіруші хаттамасына (#T2010S, NEB) сәйкес тәжірибелер жасалынды. Ең алдымен үлгілерді дайындау сатысы болды: 100 мг өсімдік жапырақтарына 800 мкл 1хДНҚ/РНҚ протективті реагентімен және TRIzol буферімен гомогенизацияланды. Алынған қоспа 2 минут 160000g айналымда центрифугаланды. Пайда болған супернатант жаңа РНҚазалардан таза микроцентрифуждық пробиркаларға көшірілді. Кейін әрбір 50 мкл реакционды көлемге 100 мкл РНҚ лизис буфері мен көлемі 1,5 мл дейін этанолмен толтырылды. Әрі қарай 16000g 10 минут центрифугаланып, супернатанттың 800 мкл gDNA removal бағаналы пробиркаларға көшірілді. Ол 30 секунд айналдырылып, алынған тұнбаға 95% этанол құйылып, бұл қоспа RNA purification бағаналы пробиркасына көшірілді. 30 секунд спин жасалды. Кейін 500 мкл РНҚ шаю буфері құйылып, 30 секунд спин жасалды. Центрифугат жойылды. Пробиркаға 5 мкл ДНКаза I мен 75 мкл ДНКаза I реакционды буфері қосылды. Инкубация 15 минут бөлме температурасында жүргізілді. Келесі сатыда 500 мкл РНҚ прайминг буфері қосылып, 30 секунд спин жасалды. Кейін 500 мкл РНҚ шаю буфері қосылып, 30 секунд спин жасалды. Бұл саты екі рет қайталанды. Бағананы жаңа пробиркаға көшіріп, матрица үстіне 50 мкл ультратаза су енгізілді. 30 секунд спин жасалды. Алынған үлгілер -20°С-та мұздатқышта сақталынды.
2.24 микроРНҚ бөліп алу
МикроРНҚ бөліп алу үшін 100 мг мұздатылған тіндерді 1,5 мл пробиркада 500 мкл экстракционды литий хлорид буфері және 500 мкл фенолмен (рН 8) араластырылды. Содан кейін қоспаны 1 минут бойы құйындыру арқылы араластырылды. Содан кейін пробиркалар 600С температурада шамамен 5 минут инкубацияланды, содан кейін 10000 айн/мин жылдамдықпен 4°С температурада 10 минут центрифугалау жүргізілді. Содан кейін үстіңгі қабат 600 мкл хлороформ: изоамил спирті (24:1) қосылған жаңа пробиркаларға ауыстырылды. Әрі қарай центрифугалау 4°С, 12000 айн/мин, 10 минутта жүргізілді. Алынған жоғарғы фаза жаңа пробиркаларға ауыстырылғаннан кейін 650С температурада 15 минут бойы инкубацияланды. Содан кейін қоспаға 50 мкл 5 М NaCl және 63 мкл 40% PEG 8000 қосылып, мұзда 30 минут бойы инкубацияланды. Содан кейін үлгілер максималды жылдамдықпен 10 минут бойы 4°С температурада центрифугаланды. Алынған супернатант жаңа пробиркаларға ауыстырылды және үстіне 500 мкл фенол:хороформ:изоамил спирті (25:24:1) қосылды, содан кейін 10 минут бойы 4°С максималды жылдамдықта центрифугалау жүргізілді. Содан кейін супернатант 50 мкл 3 М натрий ацетаты (рН 5,2), 1200 мкл 100% этил спирті қосылған жаңа пробиркаларға ауыстырылды. Қоспа түні бойы -20°С-та инкубацияланды, содан кейін қоспаны центрифугалаудың максималды жылдамдығымен 4°С-та 10 минут бойы тұндырылды. Содан кейін супернатант алынып тасталды және центрифугат кептірілді. Алынған микроРНҚ мөлшері мен тазалығы NanoDrop™ 2000 талшықты-оптикалық спектрофотометрі (#ND-2000, ThermoFisher Scientific, Inc., Waltham, MA, АҚШ) арқылы бағаланды; 260/280 жұтылу қабілетімен 1,85-тен жоғары сынамалар эксперимент үшін таза деп саналды.
2.25 Олигонуклеотидтер дизайны

Праймер дизайнына арналған тізбектерді іздеу nbenth.com дерекқоры ұсынған Blast, microRNA атласы және Gbrowser сервистері арқылы жүзеге асырылды. Іздеу үшін N. benthamiana Lab360 толық геномды секвенирлеудің соңғы нұсқасы пайдаланылды. Праймерлер Primer3 веб-сервисінің көмегімен жасалған. Жасалған праймерлер Oligo Analysis Tool (eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo-analysis) көмегімен талданды. Праймер тізбегі GC% және T ескере отырып таңдалды. Қажетті отжиг температурасына жету және ұзындықты арттыру үшін кейбір праймерлерге қосымша нуклеотидтер қосылды. МикроРНҚ деңгейлері референсті кодталмайтын РНҚ – U6 көмегімен қалыпқа келтірілді. U6 ncRNA үшін праймерлерді жобалау үшін транскрипт тізбегінің өзі қажет. N. tabacum өсімдігінің U6 ncRNA тізбегін пайдалану арқылы Blast әдісі арқылы nbenth.com веб-сервисінде реттілік ізделді. Табылған N. benthamiana U6 ncRNA тізбегі одан әрі Primer3 веб-сервисінде ең қолайлы праймерлерді іздеу үшін пайдаланылды. 

2.26 кДНҚ синтезі

кДНҚ өндірушінің хаттамасына сәйкес коммерциялық qScript cDNA Supermix жинағын (#95048-100, Quantabio, Aksh) пайдаланып РНҚ үлгілерінен синтезделді. Содан кейін QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System арқылы жүзеге асырылды. Әрбір реакция құрамында ақуыз ингибиторы, рекомбинантты рибонуклеаза, qScript кері транскриптаза, кездейсоқ гексамер олиго (dT) праймерін қамтитын 5x концентрлеуші реагенттің (4 мкл) реакция қоспасы; жалпы РНҚ үлгілері (10 мкг үшін 1 мкл); 15 мкл ddH2O болды. Инкубация келесідей өтті: 5 минут – 25°С, 30 минут – 42°С, 5 минут – 85°С. Алынған ПТР өнімі 2% агарозды гель электрофорезінде анықталды.

2.27 q-rtPCR

Нақты уақыттағы ПТР реакциялары ұшін келеді қоспа дайындалды: qPCR мастермикс (2x) – 10 мкл, тура праймер (200 нмоль) – 0,4 мкл, кері праймер (200 нмоль) – 0,4 мкл, кДНҚ – 2 мкл, ddH2O– 8 мкл. ПТР реакциялары үшін келесі циклдік бағдарлама пайдаланылды: 95°C 10 минут және 40 цикл (95°C 15 секунд және 56°C 1 мин). Барлық үлгілер үш рет қайталанып амплификацияланды. U6 эндогенді бақылаушы ген ретінде пайдаланылды. МикроРНҚ-ның салыстырмалы экспрессия деңгейін анықтау үшін 2(-ΔΔCt) әдісі қолданылды.
2.28 Альдегидоксидаза ферментінің белсенділігін гельде анықтау
Фермент белсенділігін анықтау үшін 7,5% нативті вертикальды PAGE жасалынды [117]. Экстракция буферінде 1М Tris-HCl (рН 7,5) – 2,5 мл, сахароза – 85,6 мг, ЭДТА – 3.68 мг, 1,4-дитиотреитол (DTT) – 6 мг, L-цистеин – 46 мг, 0,1М Мо ерітіндісі – 50 мкл, 10 мМ PMSF – 10 кмл, апротеинин – 10 мкл, леопептин – 10 мкл, пепстатин – 10 мкл болды. Гомогенат 10000 айн/мин жылдамдықпен 20 минут бойы центрифугаланды. Жалпы ақуыз мөлшері Брэдфорд əдісімен анықталды. NATIVE PAGE гелі үшін келесідей гельдер жасалынды: астыңғы (бөлуші): акриламид – 2,82 мл, Tris – 3,75 мл, ddH2O – 8,44 мл, APS – 100 мкл, TEMED – 20 мкл; үстіңгі (концентрлеуші): акриламид – 5 мл, Tris – 2,5 мл, ddH2O – 2,5 мл, APS – 80 мкл, TEMED – 10 мкл. Кейін алынған гель альдегидоксидаза ферменті үшін субстратпен (50 мМ Tris-HCl (pH 7,4), индолил-3-карбоксиальдегид – 10 мг, PMS – 6 мг, МТТ (3[4,5-диметилтиазол-2-ил]-2,5-дифенилтетразолий-бромиді) – 6 мг) 37°С 40 минут бойы инкубацияланды.
2.29 ДНҚ үлгілеріндегі 8-гидрокси-2'-дезоксигуанозинді (8-OHdG) анықтау 

8-оксогуанин деңгейін анықтау үшін 200 мкг/мл концентрациясы бар ДНҚ өсімдік тіндерінен өндіруші протоколы (QIAGEN) бойынша бөлініп алынды. Планшеттегі қалташаларға 25 мкл 8-oxo-dG стандарты мен үлгілер енгізілді. Оның үстіне RD1-128 0 нм 8-оксо-dG анализі үшін 25 мкл араластырғышы қосылды. Содан соң 8-oxo-dG қарсы моноклональды антиденелердің 25 мкл ерітіндісі қосылды. Ал бос қалташаларға 25 мкл RD1-128 араластырғыш ерітіндісі салынды. Дайын планшетті пленкамен жауып, бөлме температурасында 1 сағат көлемінде инкубирленді. Уақыт өткен соң, ақырын пленканы алып тастап, қалташалар 4 рет PBST (300 мкл/қалташа) буферімен шайылды. Планшетті фильтр қағазымен құрғатып, барлық қалташаларға 50 мкл екіншілік тышқанға қарсы IgG-HRP антиденелердің конъюгаты қосылды. Планшет пленкамен жабылып, 1 сағат бөлме температурасында инкубирленді. Жуып-шаю процесі қайталанды. Кейін 50 мкл алдын ала жылытылған TACS-Sapphire™ колориметриялық субстраты барлық қалташаларға құйылып, бөлме температурасында 15 минут бойы инкубирленді. Реакция барлық қалташаларға 50 мкл 5% фосфор қышқылын қосу арқылы тоқталды да, жұту спектрін 450 нм ұзындықта спектрофотометрде өлшенді (Қосымша А). 
2.30 Статистикалық талдаулар

Әртүрлі өсімдік топтарын салыстыру кезінде дисперсияның бір жақты талдауы (Anova) қолданылды. Деректер орташа мәннің орташа ± стандартты қатесі (SEM) ретінде берілген. Статистикалық маңыздылық үшін келесі ықтималдық деңгейлері қабылданды: р<0,05; **Р<0,01; **Р<0,001, ns - Р>0,05. Барлық деректер GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, США) бағдарламалық құралы көмегімен және мембраналар мен АО гелі Image J бағдарламасымен талданды. Барлық эксперименттер үш данадан кемінде үш рет орындалды.

3 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ МЕН ТАЛҚЫЛАУЛАР
3.1 CRISPR/Cas13a құрылымын TBSV және оның мутанттарына бағыттау

CRISPR/Cas13a бактериялық жасушаларды РНҚ вирустарынан қорғайтындықтан, біз өсімдіктердің уақытша экспрессиясында CRISPR/Cas13a-ны өсімдік РНҚ вирустарына қарсы сынадық. TBSV N. benthamiana модельдік өсімдікте CRISPR/Cas13a жүйесі арқылы нысанаға алынатын РНҚ вирусы ретінде таңдалды. Жабайы типтегі TBSV-ден басқа оның P19 ақуызында ақаулы мутанттар – ΔP19, P/75-78 пайдаланылды. Сонымен қатар TBSV вирусының капсид ақуызының орнына GFP ақуызын экспрессиялайтын RMJ1 мутанттары вирустың репликациясын және жүйелі таралуын анықтауды жеңілдету үшін, сондай-ақ TBSV-ге қарсы CRISPR/Cas13a-делдалдық кедергіні визуалды бағалауды қамтамасыз ету үшін пайдаланылды.

Cas13a ортологы үшін pUC19 (pUC19-Cas13a) ДНҚ тізбегі фильтр қағазында аddgene репозиторийінен (аddgene плазмидінің нөмірі 118963) алынды (7-сурет). 
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Сурет 7 – pUC19-pCas13 плазмидасының картасы
Ескерту – Сурет Snapgene бағдарламасынан алынды
Содан кейін плазмидтік ДНҚ 30 мкл ТE-де элюцияланып, E. Coli бактериясының DH5( штаммына жылу соққысының трансформациясы үшін пайдаланылды. Трансформациядан кейін бір колония плазмидті ДНҚ pUC19-Cas13a бөліп алу үшін, LB сұйық қоректік ортасына инокуляцияланды. Плазмидтік ДНҚ-ны бөліп алу Omega-Biotek өндірушісінің миди мөлшердегі плазмидті ДНҚ оқшаулау жинағымен орындалды (8-сурет).
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Сурет 8 – 1% тік гельдегі pUC19-Cas13a
Ескерту – Суретті автор Mega Bio-Print 1100/20 m гель-құжаттамалық құрылғыда жасады
pK2GW7 векторы VIB-UGent өсімдік жүйелерінің биология орталығынан (вектор идентификаторы: 1_08, Бельгия) глицерині бар қоректік ортадан бөлініп алынды (9-сурет). 
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Сурет 9 – pK2GW7 бинарлы плазмиданың картасы
Ескерту – Суретті автор Snapgene бағдарламасы арқылы алды
Бактериялар LBA қатты қоректік ортаға отырғызылды. Содан кейін өсірілген жасушалар сұрыптау ретінде антибиотик спектиномицині бар сұйық қоректік ортаға ауыстырылды. 18 сағат бойы +37°С, 250 айн/мин инкубациядан кейін алынған бактериялық суспензия +4°С, 3000 айн/мин, 3 минутта тұндырылды және центрифугат плазмидті ДНҚ-ны бөліп алу үшін пайдаланылды (10А-сурет). Содан кейін плазмидтік вектордың дұрыстығын анықтау үшін рестрикция талдауы жүргізілді (10Б, 10В-сурет).
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А: 1-4 pK2GW7 плазмидті ДНҚ; Б: pk2GW7 in silico рестрикциясы; В: 1- pk2GW7, 2- SalI өңделген pK2GW7, 3 – EcoRI өңделген pK2GW7
Сурет 10 – pK2GW7 және оның рестрикттерінің 1% гельдегі көрінісі
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Ескерту – Суретті автор Mega Bio-Print 1100/20 m гель-құжаттамалық құрылғыда жасады
А: LR Gateway рекомбинантты клондау; Б: рK2GW7:pCas13a

Сурет 11 – рK2GW7:pCas13a экспрессионды кассета
Ескерту – Суретті автор Snapgene бағдарламасы арқылы алды
11-суретте, кейіннен C-терминалды ядролық локализация сигналы (NLS) синтезі және N-терминал 3x-HA тегі бар өсімдік кодонымен оңтайландырылған pCas13a нуклеазасы pK2GW7-pCas13a экспрессионды клондарын жасау үшін LR Gateway рекомбинация технологиясы (Invitrogen) арқылы pK2GW7 векторына клондалды (Қосымша Ә).
Содан кейін E. Coli жасушаларының жылу соққысының трансформациясы жүзеге асырылды, өйткені бұл штамм ccdB геніне сезімтал болғандықтан, DH5( штамы қолданылды. Содан кейін плазмидтік ДНҚ pK2GW7:pCas13a оқшауланып, 1% агарозды гель электрофорезінде анықталынды (12-сурет). 
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Сурет 12 – pK2GW7:pCas13a плазмидтік ДНҚ детекциясы
Ескерту – Суретті автор Mega Bio-Print 1100/20 m гель-құжаттамалық құрылғыда жасады
Компьютерлік зерттеулердің нәтижелері бойынша Cas13a нуклеазасының молекулалық конформациясы анықталды. Ақуыздың үшінші реттік құрылымын қалыптастыру кезінде Cas13a нуклеазасының екі маңызды аймағы бөлініп алынды: crРНҚ-мен байланысатын REC аймағы және рнказа белсенділігін жүзеге асыратын NUC аймағы. Конформацияны анықтау арқылы crРНҚ-ны тану мен байланыстыруда шешуші рөл атқаратын діңгек-ілмек құрылымы қалыптасты. Осы идеяларға сүйене отырып, өсімдіктерде вирустық РНҚ-ның кейінгі деградациясын жүргізу үшін мақсатты РНҚ тізбегін дәл NUC аймағында орналастыру туралы шешім қабылданды.

Cas13 нуклеазасын белсендіру үшін crРНҚ құру кезінде бірқатар мүмкіндіктер қажет: қайталама құрылым, GC жұптарының пайызы, PFS болуы. Мақсатты аймақтарда қайталама құрылымдардың пайда болуының есептеулерін болжау үшін RNAfold және CRISPR-RT алгоритмдері қолданылды (13, 14-суреттер). P19 ақуызы үшін оның ең консервативті аймақтары таргет ретінде таңдалынды. Бұл болашақ перспективада Tombusvirus тұқымдасына барлық вирустарға қарсы нысана ретінде қолдануға мүмкіндк береді. Ал GFP ақуызы үшін де үш аймақ қолданылды:
Р19 ақуызы үшін таңдалынған аймақтар:

1. 14-42. GC: 50%; консервативтілік – 19/28 (68%) 
UACAAGGAAACGACGCUAGGGAACAAGCU 
2. 65-93. GC: 50%; консервативтілік – 19/28 (68%) 

GAUCAGGAGGUACCACUUCUCCCUUCAAA 

3. 184-212. GC: 43%. Kонсервативтілің – 27/28 (96%)
AGCUGGGGUUUCGGGAAAGUUGUAUUUAА
GFP ақуызы үшін таңдалынған аймақтар:
1. 179-207. GC: 43%

GUGAUGCUACAUACGGAAAGCUUACACUU
2. 137-165. GC 36% 

AUGUUAAUGGGCACAAAUUUUCUGUCAGU
3. 437-465. GC: 29% 

AUCGUAUCGAGUUAAAAGGUAUUGAUUUU
Таңдап алынған аймақтардың кеңістіктегі екінші реттік құрылымды құру болжамы анықталды. Бұл екінші реттік құрылымдар crРНҚ өзінің P19 нысанасымен комплементарлы сутектік байланысты түзілуіне кедергі келтіреді. Сол себепті бұл ілмектері жоқ аймақтарды таңдау басты мәселелердің бірі болып табылады. 
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Бұл кезекте минималды бос энергияның болжау туралы есептер жүргізілді. Нәтижесінде келесідей мәліметтер алынды (13-сурет).
А – crРНҚ-Р19, Б – crРНҚ-GFP

Сурет 13 – минималды бос энергияның құрылымы
Ескерту – Суретті автор RNAfold алгоритмін қолдану арқылы алды

Бұл мәтінде нүктелі жақшадағы болжамды MFE құрылымы және оның ккал/моль пішіміндегі бос энергиясы көрсетілген. Мұнда нүкте-жақша белгісі әрбір нуклеотид үшін жұптасу бейімділігін көрсететін қосымша белгілерден тұрады. Нүкте айтарлықтай жұпталмаған негіздерді білдіреді, тік сызықтар қатты жұптастырылған, () белгісі әлсіз жұптасқан байланыстарды көрсетеді.
Әрі қарай негіздердің бір-бірімен байланысу мүмкіндігінің матрицасы құрылды. Нәтижесінде термодинамилық ансамбльді болжау туралы мәліметтер алынды:
А:

1. Термодинамикалық ансамбльдің бос энергиясы -1,95 ккал/моль.

Ансамбльдегі МФЭ құрылымының жиілігі 92,42% құрайды.

Ансамбльдің әртүрлілігі 0,43.

Ең аз бос энергиямен -1,90 ккал/моль.
2. Термодинамикалық ансамбльдің бос энергиясы -5,27 ккал/моль.

Ансамбльдегі МФЭ құрылымының жиілігі 17,48% құрайды.

Ансамбльдің әртүрлілігі - 7,97.

Ең аз бос энергиясы 0,00 ккал/моль.

3. Термодинамикалық ансамбльдің бос энергиясы -1,34 ккал/моль.

Ансамбльдегі МФЭ құрылымының жиілігі 58,07% құрайды.

Ансамбльдің әртүрлілігі 3.10.

Ең аз бос энергиясы -1,00 ккал/моль.

Б:

1. Термодинамикалық ансамбльдің бос энергиясы -4,12 ккал/моль.

Ансамбльдегі МФЭ құрылымының жиілігі 82,86% құрайды.

Ансамбльдің әртүрлілігі 1,59.

Ең аз бос энергиясы -4,00 ккал/моль.

2. Термодинамикалық ансамбльдің бос энергиясы -1,79 ккал/моль.

Ансамбльдегі МФЭ құрылымының жиілігі 45,33% құрайды.

Ансамбльдің әртүрлілігі 2,22.

Ең аз бос энергиясы -1,30 ккал/моль.

3. Термодинамикалық ансамбльдің бос энергиясы -2,32 ккал/моль.
Ансамбльдегі МФЭ құрылымының жиілігі 30,91% құрайды.

Ансамбльдің әртүрлілігі 7,28.

Ең аз бос энергиясы 0,00 ккал/моль.

Сонымен қатар тау графигі құрылды. Бұл графикті жасау арқылы нүктелік графикті ху координаталары бар жүйелерде қолдану мүмкіндігі туады. Тау графигі биіктікке қарсы орналасу графигіндегі қосалқы құрылымды білдіреді, мұнда биіктік m(k) k позициясында негізді қамтитын негіз жұптарының санымен анықталады. Яғни, ілмектер үстірттерге сәйкес келеді (ілмектер - шыңдар), спиральдар беткейлерге сәйкес келеді (14-сурет).
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А – Р19; Б – GFP

Сурет 14 – РНҚ құрылымдарының термодинамикалық ансамблі және центроидтық құрылымы (1) MFE құрылымының тау бейнесі (2)
Ескерту – Суретті автор RNAfold алгоритмін қолдану арқылы алды

Ескертпелер:

1. Базалық жұптасу ықтималдықтары туралы: Төмендегі құрылым негізді жұптастыру ықтималдықтарымен боялған. Жұпталмаған аймақтар үшін түс жұпталмаған болу ықтималдығын көрсетеді.

2. MFE құрылымының тау бейнесі, РНҚ құрылымдарының термодинамикалық ансамблі және центроидтық құрылымы.

Тау графигінде үш қисық сызығы келтірілген. Қызыл сызық MFE негізіндегі, қара жұптасу мүмкіндіктері арқылы, ал жасыл позиционды энтропияның нәтижесінде жасалды. 
Әрі қарай crРНҚ мен Cas13 ақуызының өзара байланысуды анықтау үшін CRISPR-RT бағдарламасы қолданылды (15-сурет).

[image: image22.png]d49-YNYO+TIINY

6Td-YNYD+TIINY
6Td-YNYII+ASTLIM
VYNYIBSU+ASELIM

TIAY
ASELM
61dV

. _
wn o n

, 13
L - S

Ausuaqui annejas




А – crРНҚ-Р19; Б – crРНҚ-GFP

Сурет 15 – СRISPR-RT бағдарламасы арқылы crРНҚ мен Cas13 арасындағы байланысты in silico орнату
Ескерту – Суретті автор СRISPR-RT бағдарламасы арқылы алды
Осылайша, TBSV және оның мутанттарының РНҚ геномын нысанаға алу үшін вирустық геномдағы үш түрлі аймақ таңдалды және алты crРНҚ (28нт) TBSV және оның мутанттарының геномына комплементарлы түрде жобаланды. Бұл crРНҚ-лар GFP ORF ішіндегі бір ретті RMJ1 және РНҚ кедергісін басатын ақуыз ORF P19 нысанасына арналған. Арнайы емес crРНҚ теріс бақылау ретінде де жасалған.

Кесте 6 – T7 промоторы бар crРНҚ-ның кДНҚ конструкциялары
	crРНҚ-P19
	taatacgactcactatagggatctggtggggttatagcttcccctgattttgATTTATGTTGAAAGGGCAAAGGGGTCGAaaaaaaaaacctagg

	crРНҚ-GFP
	taatacgactcactatagggatctggtggggttatagcttcccctgattttgAGAAGTTACAACACCGCTTAAAACTTCAaaaaaaaaacctagg 

	crРНҚ-ns
	taatacgactcactatagggatctggtggggttatagcttcccctgattttgTCTGAACATGACGAGATCCAAAAGATGAaaaaaaaaacctagg


6-кестеде, алынған деректер негізінде TBSV РНҚ транскрипттерін сәтті нысанаға алу үшін ең қолайлы реттіліктер таңдалынды және in vitro транскрипциясы арқылы crРНҚ синтезін жеңілдету үшін T7 промоторы астында олигомерлер синтезделінді.
In vitro сұйық-сұйық фазаны бөлу әдісі әртүрлі реттіліктерге бағытталған Cas13-crРНҚ кешенінің түзілуін анықтау үшін пайдаланылды. Ол үшін crРНҚ, Cas13a, спермидин, поли-У RB буферінде 370С температурада шамамен 1 сағат инкубацияланды. 1 сағаттан кейін анықтау пробирканың мөлдірлігін визуализациялау арқылы жүзеге асырылды: егер пробирка бұлыңғыр болса, бұл кешеннің қалыптаспағанын немесе құрастырылған crРНҚ-ның жеткілікті тиімді емес екенін көрсетеді. Алайда, егер қоспа анық болса, бұл кешеннің пайда болғанын және белсендірілгенін көрсетеді. Бұл эксперимент барысында P19 және GFP-ге қарсы бағытталған crРНҚ 100% әсер ететіні, ал бейспецификалық crРНҚ комплекс түзбегені анықталды (16-сурет).
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1 - Cas13-nsgcrРНҚ; 2 - Cas13-crРНҚ-P19; 3 - Cas13-crРНҚ-GFP

Сурет 16 – Cas13-crРНҚ кешенінің түзілуін анықтау
Ескерту – Суретті автор Nikon D5600 фотоаппараты арқылы жасалынды
N. benthamiana өсімдіктеріндегі pCas13a ақуызының транзиентті экспрессиясын растау үшін pCas13a экспрессиясы бар бинарлық вектор Agrobacterium tumefaciens GV3101 штамы арқылы N. benthamiana жапырақтарына инфильтрацияланды және үлгілер инфильтрациядан кейін 72 сағаттан кейін жиналды. Үлгілер гомогенизацияланып, экстракцияланған ақуыздар 7% полиакриламидті гельде бөлініп, нитроцеллюлоза мембранасына ауыстырылды. Кейін pCas13a ақуызын анықтау үшін егеуқұйрықтарға қарсы HA-таңбасына қарсы антидененің көмегімен вестерн-блот арқылы анықталынды. Вестерн-блот нәтижелері pCas13a-HA ақуызына сәйкес келетін 170 кДа массалық фармазан жолағын көрсетті. 17-суреттегі нәтижелер өсімдік кодонының оңтайландырылған клонының дұрыс экспрессиясын және N. benthamiana жапырақтарындағы pCas13a-HA ақуызының дұрыс мөлшерін растады.
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1-6 – НА-таңбасы бар pCas13a ақуызының экспрессиясы
Сурет 17 – pK2GW7-Cas13a экспрессиясы бар өсімдіктер
Ескерту – Суретті автор Nikon D5600 фотоаппараты арқылы жасалынды
3.2 Вирустық материалды дайындау
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Қызанақтың бұталы ергежейлі вирусының (TBSV) генетикалық материалы РНҚ молекуласы болып табылады. Клондау және in vitro транскрипциясы сияқты мәселелерді шешу үшін РНҚ T7 промоторы астында кДНҚ-ға аударылды. Вирустық материалды дайындау үшін TBSV жабайы типі (wtTBSV) және оның мутанттарының кДНҚ-сы бар плазмидалар бөлініп алынды. Ол үшін құрамында вирустық мРНҚ бар плазмидасы бар бактерия жасушалары сұйық LB ортада 14-16 сағат бойы өсірілді, содан кейін шөгіндірілді және плазмидалар минипреп жинағы (Thermofisher Scientific) арқылы бөлініп алынды. Содан кейін плазмидалар элюционды буфермен жиналды және 1% агарозды гельде көлденең электрофорез арқылы анықталынды. Эксперимент нәтижелері сурет 18-де көрсетілген. 
1 – Маркер; 2-5-wtTBSV; 6-9-ΔP19; 10-12-RMJ1; 13-15-P19/75-78
Сурет 18 – wtTBSV және оның мутанттары бар плазмидтік ДНҚ анықтау
Ескерту – Суретті автор Mega Bio-Print 1100/20 m гель-құжаттамалық құрылғыда жасады
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1-M, 2-wtTBSV, 3-ΔP19, 4-RMJ1, 5-P19/75-78
Сурет 19 – TBSV және оның мутанттары бар плазмидтік ДНҚ рестрикттері
Ескерту – Суретті автор Mega Bio-Print 1100/20 m гель-құжаттамалық құрылғыда жасады

19-суретте әрі қарай, сақиналы плазмидтік ДНҚ молекулалары өндірушінің хаттамасына (NEB) сәйкес SmaI II типті рестриктаза ферментімен тізбекті ДНҚ түрлендіріліп, көлденең агарозды электрофорез арқылы анықталды.
Бұдан кейін 20-суретке сәйкес 96% этанолмен тұндыру арқылы фенол-хлороформды экстракциялау арқылы сызықты ДНҚ тазартылды.
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1 – wtTBSV; 2 - ΔP19; 3 - RMJ1; 4 - P19/75-78
Сурет 20 – жабайы типті TBSV және оның мутанттары бар плазмидтік ДНҚ тазартылған рестрикттері
Ескерту – Суретті автор Mega Bio-Print 1100/20 m гель-құжаттамалық құрылғыда жасады
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pUC19 плазмидасында T7 РНҚ-полимеразасымен транскрипция реакциясына мүмкіндік беретін T7 промоторы болғандықтан, in vitro транскрипциясы үшін сызықтық және тазартылған плазмидтік ДНҚ молекулалары пайдаланылды. Содан кейін транскрипттер 21-суретте сәйкес гельдік құжаттама жүйесінде анықталынды.

1 – wtTBSV; 2 - ΔP19; 3 - RMJ-1; 4 - P19/75-78
Сурет 21 – TBSV және оның мутанттарының транскрипттері
Ескерту – Суретті автор Mega Bio-Print 1100/20 m гель-құжаттамалық құрылғыда жасады

Содан кейін транскрипттер 1:3 қатынасында 10 мМ инокуляционды буферімен (рН 6,9) араластырылды және раб-инокуляция әдісімен өсімдіктерге егілді. Вирустық инфекцияға тән фенотиптік өзгерістер егуден кейінгі 7-ші күні (dpi) тіркелді. 7 dpi wtTBSV 22-суретке сәйкес, N. benthamiana жапырақтарының бұйралануы және апикальды некрозын көрсетті, ал TBSV мутанттарымен егілгенде бұйралау, апикальды жиырылуы және ергежейлілігі байқалды.
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1 – wtTBSV; 2 - ΔP19; 3 - RMJ1; 4 - P19/75-78
Сурет 22 – N. benthamiana өсімдігінің 7 dpi соң фенотиптік көрінісі
Ескерту – Суретті автор Nikon D5600 фотоаппараты арқылы жасады

[image: image31.png]wu S ‘a0



Жабайы типті TBSV және оның мутанттарының РНҚ транскрипттерімен егілген өсімдіктерде вирустық ақуыздардың экспрессиясын анықтау үшін бақылаудан алынған үлгілермен және егілген N. benthamiana жапырақтарымен иммуноблоттинг жүргізілді. Иммуноблоттинг үшін SDS-PAGE және ақуызды нитроцеллюлоза мембранасына ауыстырғаннан кейін қоянға қарсы P19 супрессорлық ақуыз антиденелері қолданылды, содан кейін сілтілі фосфатаза конъюгацияланған қоянға қарсы екіншілік антиденелермен инкубациялау жүргізілді. NBT/BCIP субстратымен 5 минуттық инкубация кезінде жабайы типтегі TBSV және оның RMJ1, P19/75-78 мутанттарының үлгілерінде тән формазан жолақтары алынды, ал ΔP19 мутанты бар жолақтарда экспрессияның болуы әлсіз көрсетілді. Бақылау жағдайында жолақтар байқалмады. Нәтижелер 23-суретте көрсетілген.
1 – бақылау; 2 – wtTBSV; 3 - ΔP19; 4 - RMJ1; 5 - P19/75-78
Сурет 23 – Р19 супрессорлық ақуызды анықтау
Ескерту – Суретті автор Nikon D5600 фотоаппараты арқылы жасады
Атап айтқанда, N. benthamiana егу үшін TBSV және ΔP19 жабайы түрімен егілген өсімдіктерден вириондар бөлініп алынды. Басқа вирус мутанттары вирион түзу үшін капсид белогының жетіспеуіне байланысты пайдаланылмады. Бұл үшін вириондар хаттамаға сай тазартылды және 24-суретте сәйкес ультракүлгін сәуле астында әрі қарай визуализациямен 1% агарозды гельде анықталды. Алынған фракциялардағы вириондардың тазартылған концентрацияларына сүйене отырып, олар 10 мМ фосфатты буфермен (рН 6,9) араластырылды. 
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1 – маркер; 2 – бақылау; 3-7 – wtTBSV; 8-15 - ΔP19

Сурет 24 – вириондарды бөліп алудың экспресс анализі
Ескерту – Суретті автор Mega Bio-Print 1100/20 m гель-құжаттамалық құрылғыда жасады
Белгілі болғандай, TBSV вириондары ақуыз капсидіне оралған геномдық РНҚ кешені болып табылады. Сонымен қатар, жалған егілген өсімдіктерден алынған үлгілерде мұндай жолақтар табылған жоқ.

Бұл алынған жолақтардың TBSV вириондарына және оның мутанттарына тән екендігін қосымша растау ретінде агароздық гельден нитроцеллюлоза мембранасына белоктар мен нуклеин қышқылдарының капиллярлық тасымалдануы жүргізілді. Молекулалардың тасымалдануы аяқталғаннан кейін мембрана бітеліп, TBSV вириондарына қарсы алынған тышқанның поликлоналды антиденелерімен инкубацияланды. Сілтілік фосфатазамен және NBT/BCIP субстратымен конъюгацияланған екінші реттік тышқанға қарсы антиденелердің ерітіндісімен мембрананы кейіннен инкубациялау TBSV транскрипттерімен және оның мутанттарымен егілген үлгілерде вириондардың болуын көрсетті, бұл ретте бақылау өсімдіктері бар үлгілерде фармазандық жолақтары анықталмады. Тәжірибе нәтижесі 25-суретте көрсетілген.
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1 – бақылау; 2, 3, 4 – wtTBSV; 5-6 - ΔP19

Сурет 25 – TBSV P41 капсид ақуызын анықтауға арналған экспресс анализ
Ескерту – Суретті автор Nikon D5600 фотоаппараты арқылы жасалынды
Өсімдіктердегі CRISPR/Cas13a жүйесінің транзиентті экспрессиясы да жүргізілді. Әрі қарай жүйенің crРНҚ-P19-мен бірге және жүйенің жоқтығында Р19 ақуызының болуы үшін иммуноблот жасалынды (26-сурет).
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1 – бақылау; 2 – wtTBSV; 3 - Cas13-wtTBSV; 4 - wtTBSV+Cas13-crРНҚ-P19

Сурет 26 – N. benthamiana агроинфильтрасынан 5 dpi соң P19 ақуызының экспрессиясын анықтау
Ескерту – Суретті автор Nikon D5600 фотоаппараты арқылы жасалынды
3.3 CRISPR/pCas13a өсімдіктегі TBSV титрлерін төмендетеді

TBSV және оның өсімдіктердегі мутанттарына қарсы CRISPR/pCas13a интерференциясын сынау үшін біз N. benthamiana жапырақтарында талдау жасадық. GFP экспрессиясы ультракүлгін сәулесінің астында интерференция белсенділігін анықтауды жеңілдетуі мүмкін, бұл вирустың бүкіл өсімдікте, әсіресе жас өсіп келе жатқан жапырақтарда жүйелі таралуын және қозғалысын көрсетеді. CRISPR/pCas13a жүйесінің қатысуымен RMJ1 РНҚ егілген өсімдіктер ультракүлгін сәуле астында GFP сигналының төмен немесе мүлдем болмауына әкеледі. Бұл гипотезаны растау үшін pK2GW7:pCas13a экспрессиялайтын N.benthamiana жапырақтары crРНҚ транскрипттерімен (P19, GFP), RMJ1 вирусының транскрипттерімен коинокуляцияланды. Бақылау ретінде бейспецификалық crРНҚ тізбегі (nscrРНҚ) пайдаланылды. 7 dpi GFP сигналдары супрессор ақуызының белсенділігін анықтау үшін үстел шамымен ультракүлгін сәуле астында бағаланды.

27-суретке сәйкес, эксперименттерде, бақылаумен салыстырғанда, TBSV-нысаналы crРНҚ транскрипттерімен коинокуляция ультракүлгін сәулесінің астында егілген жапырақтарда GFP сигналының шамамен 70%-ға төмендеуіне әкелді. Барлық crРНҚ-лар (P19, GFP) жоғары GFP сигналдарын көрсететін бақылаумен салыстырғанда егілген жапырақтарда төмен GFP сигналдарын көрсетті.
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1 – бақылау; 2 - RMJ1; 3 - RMJ1+crРНҚ-GFP; 4 - RMJ1+crРНҚ-Р19

Сурет 27 – N. benthamiana өсімдіктерінің ультракүлгін сәулесінің астында визуализациясы
Ескерту – Суретті автор Nikon D5600 фотоаппараты арқылы ультракүлгін шамның астында жасады
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28-суреттегі P19 нысанасы GFP нысаналарымен салыстырғанда P19 ақуызына қарсы антиденелермен инкубацияланған кезде төмен сигналдық вирустық титрлерді көрсетті. Бұл нәтижелер CRISPR/pCas13a-ның P19 ақуызын тежейтін өсімдік РНҚ кедергісін нысанаға алу арқылы өсімдіктегі TBSV вирусының титрлерін төмендету қабілетін көрсетеді.
А: 1 – бақылау, 2 - RMJ1, 3 – wtTBSV, 4 – wtTBSV+nscrРНҚ, 5 - wtTBSV+crРНҚ-Р19, 6 - RMJ1+crРНҚ-Р19; Б: 1 - бақылау, 2 - RMJ1, 3 – wtTBSV, 4 – wtTBSV+nscrРНҚ, 5 - wtTBSV+crРНҚ-GFP, 6 - RMJ1+crРНҚ-GFP

Сурет 28 – crРНҚ-P19 және crРНҚ-GFP бірге егілген өсімдіктерде P19 ақуызын анықтау
Ескерту – Суретті автор Nikon D5600 фотоаппараты арқылы жасады
3.4 N. benthamiana өсімдіктеріндегі P19-ның қиРНҚ-мен байланысу қасиеттері

CRISPR/Cas13 жүйесін қолдану кезінде P19 ақуызының қиРНҚ байланыстыру қасиеттері зерттелінді. Осы мақсатта Cas13 және crРНҚ-P19 экспрессиясы бар құрылымдар өсімдіктерге агроинфильтрацияланды. Жабайы типті вирус және P19/75-78 вирустық мутанты өсімдік жапырақтарына коинуляцияланды. P19/75-78 құрылымы нуклеотидтердің 75 және 78 позицияларындағы аргинин кодонын P22 тізбегінің қабаттасатын аминқышқылдарының тізбегін бұзбай, глицинмен ауыстыру арқылы сайтқа бағытталған мутагенез арқылы алынды.

Осы мақсатта жалпы микроРНҚ гомогенизация буфері ретінде литий хлоридін пайдаланып егілген және бақылау өсімдіктерден алынған. Гомогенаттар одан әрі центрифугаланған және фенол-хлороформ-изоамил спиртімен (25:24:1) тазартылған. Осыдан кейін 3М натрий ацетаты (рН 5,2) MilliQ суында әрі қарай элюциямен тұндыру жүргізілді. Содан кейін алынған үлгілер 2,5 сағат бойы 2% агарозды гель электрофорезінде бөлініп, микроРНҚ бар екендігі анықталды (29-сурет).
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1 – бақылау; 2 – wtTBSV; 3 – ΔP19; 4-5 - Р19/75-78; 6-8 – RMJ1

Сурет 29 – микроРНҚ пулы
Ескерту – Суретті автор Mega Bio-Print 1100/20 m гель-құжаттамалық құрылғыда жасады
Үлгілерде P19 супрессор ақуызының бар-жоғын тексеру үшін PAGE гель электрофорезі 10% SDS қосу арқылы денатурациялау жағдайында орындалды. Гельдің екі түрі дайындалды: концентрлеуші және бөлуші. Гельдер 30% полиакриламидпен дайындалды. Әрі қарай алынған гельмен иммуноблот жасалынып, нәтижесінде CRISPR/Cas13 жүйесі жоқ үлгілерде анти-P19 антиденелерімен байланысты қиРНҚ-P19 фракциясы алынды, ал CRISPR/Cas13 жүйесін экспрессиялайтын өсімдіктерде гельде әлсіз экспрессиялық жолақтары бар қиРНҚ пулы алынды (29, 30-суреттер).
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Сурет 29 – қиРНҚ-Р19 детекциясы гельдің салыстырмалы қарқындылығын Image J бағдарламасымен есептеу арқылы анықтау
Ескерту – Суретті автор GraphPad бағдарламасы арқылы құрастырды
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1 - ΔP19; 2 – wtTBSV; 3 - RMJ1; 4 - wtTBSV+nsgcrРНҚ, 5 - wtTBSV+crРНҚ-Р19; 5-RMJ1+crРНҚ-Р19; 6-7-RMJ1+crРНҚ-GFP

Сурет 30 – анти-Р19 антиденелерінің көмегімен вирустық титрлерді вестернблот әдісімен анықтау
Ескерту – Суретті автор Nikon D5600 фотоаппараты арқылы жасады
РНҚ интерференция супрессоры Tombusvirus P19 қиРНҚ байланыстыру қасиеттері CRISPR/Cas13 жүйесін қолдану барысында зерттелінді. Осы мақсатта иммунопреципитация және иммуноблот талдаулары жүргізілді.

Иммунопреципитация фракцияларындағы (Protein G агароздық түйіршіктері, 20 мкл) ақуыз кешендерінің қиРНҚ-ларын анықтау үшін үлгілер 15 минут бойы 65°C температурада 10% SDS (50 мкл) өңделіп, фенол-хлороформ экстракциясы жүргізілді. Содан кейін РНҚ 90% этанолдың 2,5 көлемімен тұндырылды және РНҚ концентрациясын Qubit флюориметрі арқылы өлшеді. Алынған үлгілер 8М мочевинасы бар 32,7% PAGE гелінде анықталды. Нәтижесінде TBSV-мен (қиРНҚ-TBSV) байланысты қиРНҚ-лар CRISPR/Cas13 жүйесінің болуы және жоқтығы жағдайында ΔP19, RMJ1 жабайы типті вируспен егілген үлгілерде оқшауланды. TBSV қиРНҚ ең үлкен пулы жабайы типті вирусы бар үлгілерде алынды, ал ΔP19 үлгілері TBSV қиРНҚ ең аз пулына ие болды. CRISPR/Cas13 жүйесі болған кезде ең жоғары көрсеткіш спецификалық емес crРНҚ+ жабайы типті вирусы бар үлгілерде және ең төмені crРНҚ-P19 + ΔP19 (31-сурет) болды.
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Сурет 31 – Үлгілерде қиРНҚ-мен байланысты P19 ақуызын гельдің салыстырмалы қарқындылығын анықтау
Ескерту – Суретті автор Image J бағдарламасымен есептеу арқылы құрастырды
Әрі қарай, қиРНҚ-TBSV кешеніндегі P19 ақуызын анықтау үшін денатурация жағдайында гельдік электрофорез жүргізілді. Протеиндер молекулалық салмақ бөлінуінен кейін нитроцеллюлоза мембранасына ауыстырылып, вестерн-блот P19 ақуызына қарсы арнайы антиденелер арқылы орындалды. Эксперимент барысында келесі нәтижелер алынды: вирусы жоқ бақылау үлгілері тән P19 фармазан жолақтарын көрсетпеді; вирусы бар үлгілер P19 жолақтарын көрсетті; вирус және CRISPR/Cas13 жүйесі бар үлгілер P19 супрессор ақуызының жоқтығын көрсетті.

3.5 miR162, miR168 микроРНҚ-дың праймерлерінің in silico дизайны
Tomato Bushy Stunt Virus (TBSV) интерференциясын анықтағаннан кейін біз CRISPR/Cas13a жүйесін нысананың реттеуші элементтеріне – Nicotiana benthamiana өсімдігіне бағыттауға тырыстық. Бұл реттеуші элементтер микроРНҚ (miR), атап айтқанда, miR162 және miR168 болып табылады, олар РНҚ интерференция жүйесінің AGO және DCL1 белоктарының рекруттығына жауап береді, осылайша өсімдік плазмодесматасында вирустық инфекцияның кейінгі таралуымен RISC кешенін басады. Осылайша, кейбір өсімдіктің микроРНҚ-лары ақаулы қиРНҚ-лардың жоғары экспрессиясын жасау арқылы РНҚи механизмін басуда шешуші рөл атқарады. Осы мақсатқа жету үшін өсімдіктерден оқшауланған микроРНҚ-лардың бүкіл пулының реттілігінде мақсатты іздеу үшін биоинформатикалық талдаулар жүргізілді. Осылайша, CRISPR/Cas13a жүйесінің белсенділігі мен мақсаттылығының 100% үшін микроРНҚ прекурсорлары, пре-микроРНҚ (pre-miR) таңдалды, өйткені Cas13a нуклеазасы үшін crРНҚ нысанасының 24-25 нт ұзындығы болуы керек. Тиісінше, өлшемі шамамен 21-22 нт болатын жетілген микроРНҚ-лар қрисперлік РНҚ үшін қосымша реттілік ретінде пайдаланыла алмайды. Дегенмен, pre-miRNA-ның ұзындығы шамамен 76 нт болатын қос ілмек құрылымы бар екені белгілі, бұл микроРНҚ тежелуіне тамаша үміткер болып табылады. TBSV вирусының инфекциясымен байланысты miR экспрессиялық деңгейін сандық анықтау үшін miR және pre-miR прекурсорлары үшін арнайы праймерлерді жобалау жұмыстары жүргізілді. miR қысқа ұзындығы miR-ды тікелей амплификациялау мүмкіндігін қиындатады. Осыған байланысты, алдымен qPCR үшін пайдалануға болатын жетілген miR үлгісінде кеңейтілген кДНҚ синтездеу туралы шешім қабылданды. Осы мақсатта Чен [118] жұмысы бойынша кері транскрипция үшін miR үшін бағаналы циклдік RT праймерлері синтезделді. Осы праймерлердің 3'-ұштарында miR 3'-ұшының 6 нуклеотидтеріне комплементарлы 6 нуклеотид (қызыл) бар, сонымен қатар ПТР үшін әмбебап праймері бар бөлім (сары) бар:
5’GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACnnnnnn 3’
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Зерттеу микроРНҚ ретінде сәйкесінше DCL және Ago1-ге бағытталған miR162 және miR168 таңдалынды. N. benthamiana секвенирленген геномында miR реттіліктерін іздеу үшін біз microRNA Atlas [https://www.nbenth.com/] қолдандық. microRNA Atlas сәйкес, N. benthamiana-да miR162 екі кіші түрі бар – a және b (32-сурет). Жетілген микроРНҚ реттіліктері кіші түрлер арасында ерекшеленбейді, сондықтан жобаланған праймерлер miR162-нің жалпы көрінісін бағалайды.
Сурет 32 – pre-miR 162 ілмегі мен жетілген miR162 реттіліктерінің көрінісі
MicroRNA Atlas мәліметтері бойынша miR168-нің 6 кіші түрі бар: a, b, c, d, d3, e (33-сурет). МикроРНҚ праймерлерінің дизайны толық сәйкестендіруге ие miR168 (a,b,d,e) 4 қосалқы түріне негізделген. miR168c және miR168d3 алдын ала miR құрылымына қойылатын талаптарды орындамайды: жетілген немесе жолаушы тізбегі 5' немесе 3' ұшында орналаспаған, бұл міндетті шарт.
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Сурет 33 – pre-miR 168 ілмегі мен жетілген miR168 реттіліктерінің көрінісі
Ескерту – Сурет автормен GBrowse жүйесі қолдану арқылы жасалынды
Зерттелетін miR162/168 таңдалған реттіліктерін ескере отырып, кДНҚ синтезі үшін 7-кестеде көрсетілген праймерлер құрастырылды.

Кесте 7 – Зерттелетін микроРНҚ-лардың кДНҚ синтезіне арналған праймерлер
	Праймер атауы
	кДНҚ синтезі үшін толық праймер тізбегі

	Stem-loop RT mir162
	GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACCTGGAT

	Stem-loop RT mir168
	GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACGTCCCG


МикроРНҚ-ға комплементарлы аймақтар қызыл түспен көрсетілген, cары – әмбебап кері праймер.
miR162 және miR168 және олардың pre-miR экспрессия деңгейін 8-кестеде көрсетілген праймерлерді пайдалана отырып бағаланды.
Кесте 8 – pre-miR162/168 және жетілген miR үшін qPCR үшін праймерлер
	Праймер атауы
	Зерттелетін реттілік
	Праймер реттілігі

	Mir168 тура праймер
	UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAC
	CTTGGTGCAGGTCGGGAC

	Mir168 кері праймер
	
	TGGTGCAGGGTCCGAGGT

	Mir162 тура праймер
	UCGAUAAACCUCUGCAUCCAG
	gcgtCGATAAACCTCTGCATC

	Mir162 кері праймер
	
	TGGTGCAGGGTCCGAGGT

	Stem-loop RT mir168
	GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACGTCCCG
	TGGTGCAGGGTCCGAGGT

	Stem-loop RT mir162
	GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACCTGGAT
	

	PreMir162 тура праймер
	GGAGGCAGCGGTTCATCGATCTGTTCCCTGAAAGGCGATAACAAAAATATAGCAACAGGAATCGGTCGATAAACCTCTGCATCCAG
	GAGGCAGCGGTTCATCGATC



	PreMir162 кері праймер
	
	CTGGATGCAGAGGTTTATCGACC

	PreMir168 тура праймер
	TCGCTTGGTGCAGGTCGGGACCTGCTTTGTCGGCGACAATGACGTCAGCTGACGGTGACGGTGGCATATCGATAGATATACATGTTTATGACGAAGTTTGGGTCCCGCCTTGCATCAACTGAAT
	CTTGGTGCAGGTCGGGAC

	PreMir168 тура праймер
	
	gATTCAGTTGATGCAAGGCGG

	U6 тура праймер
	GTCCCTTTGGGGACATCCGATAAAATTGGAACGATACAGAGAAGATTAGCATGGCCCCTGCGCAAGGATGACACGCACAAATCGAGAAATGGTCCAAATTTTT
	TCCCTTTGGGGACATCCGA

	U6 кері праймер
	
	GACCATTTCTCGATTTGTGCGTG


3.6 Инфекцияланған және сау өсімдіктер арасындағы микроРНҚ экспрессия профилін талдау
Біз Nicotiana benthamiana-да жабайы типті TBSV, ΔP19 және RMJ1 мутанттарымен өңдеуден кейін инфекциядан кейінгі әртүрлі уақытта (3, 5, 7 dpi) miR162 және miR168 экспрессия деңгейлерін талдадық.

Біздің зерттеуіміздің нәтижелері өсімдіктерді жабайы типті TBSV инфекциялау сәтінен бастап 3 dpi miR162 экспрессия деңгейі бақылаумен салыстырғанда 4,1 есе жоғары екенін көрсетті (P = 0,0002). Сау өсімдіктер мен мутантты RMJ1 зақымданған өсімдіктер арасындағы miR162 экспрессиясының айырмашылығы 2,8 (P = 0,02) болды. wtTBSV-crРНҚ-162 инфекцияланған өсімдіктер мен бақылау (P=0,5) арасында miR162 экспрессиясының деңгейінде айтарлықтай айырмашылықтарды таппадық (34-сурет). Тәжірибе кем дегенде үш рет қайталанды.
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Сурет 34 – Nicotiana benthamiana-дағы 3 dpi соң miR162 генінің салыстырмалы экспрессиясының деңгейі
Ескерту – Сурет автормен GraphPad бағдарламасы арқылы құрастырылды
Вирусты жұқтырудың 5 dpi-да TBSV жабайы түрімен зақымдалған өсімдіктерде miR162 салыстырмалы экспрессия деңгейі сау өсімдіктермен салыстырғанда 3,2 есе жоғары болды (P = 0,0002). Мутантты RMJ1 инфекциясы miR-162 экспрессиясының 2,4 есе артуына әкелді (P=0,02). Сау және wtTBSV-crРНҚ-162 өңделген өсімдіктер арасында miR162 экспрессия деңгейлерінде айтарлықтай айырмашылық болған жоқ (P=0,5) (36-сурет). Тәжірибе кем дегенде үш рет қайталанды.
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Cурет 35 – Nicotiana benthamiana-дағы 5 dpi соң miR162 генінің салыстырмалы экспрессиясының деңгейі
Ескерту – Сурет автормен GraphPad бағдарламасы арқылы құрастырылды
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Вирус жұқтырғаннан кейін 7 dpi кейін miR162 экспрессия деңгейінің жалпы төмендеуі байқалды, бірақ бұл көрсеткіш ауру өсімдіктерде жоғары болды. Жабайы типтегі TBSV жұқтырған өсімдіктерде miR162 салыстырмалы экспрессия деңгейі бақылау тобымен салыстырғанда бұрынғысынша 3,2 есе жоғары болды (P=0,0002). Мутантты RMJ1 жұқтырған өсімдіктерде miR162 экспрессиясы 2,2 есе жоғары болды (P = 0,02). Сау және wtTBSV-crРНҚ-162 жұқтырған өсімдіктер арасында miR-162 экспрессия деңгейлерінде айтарлықтай айырмашылық болған жоқ (P=0,5) (36-сурет). Тәжірибе кем дегенде үш рет қайталанды.
Сурет 36 – Nicotiana benthamiana-дағы 7 dpi соң miR162 генінің салыстырмалы экспрессиясының деңгейі
Ескерту – Сурет автормен GraphPad бағдарламасы арқылы құрастырылды
Nicotiana benthamiana TBSV жабайы түрімен жұқтырғаннан кейін 3dpi кейін miR168 салыстырмалы экспрессия деңгейі сау өсімдіктермен салыстырғанда 3,1 есе жоғары болды (P = 0,0002). RMJ1 мутантты түрімен инфекция бақылаумен салыстырғанда осы микроРНҚ экспрессиясының 2,1 есе артуына әкелді (Р = 0,2). Бақылау тобының өсімдіктерінде және wtTBSV-crРНҚ-162 түрімен (P=0,5) жұқтырылған өсімдіктерде miR168 экспрессия деңгейінде айтарлықтай айырмашылықтарды таппадық (P=0,5) (37-cурет). Тәжірибе кем дегенде үш рет қайталанды.
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Сурет 37 – Nicotiana benthamiana-дағы 3 dpi соң miR168 генінің салыстырмалы экспрессиясының деңгейі
Ескерту – Сурет автормен GraphPad бағдарламасы арқылы құрастырылды
Вирусты жұқтырудың 5dpi жабайы типті TBSV және мутант RMJ1 жұқтырған өсімдіктерде miR168 салыстырмалы экспрессия деңгейі бақылау өсімдіктерімен салыстырғанда 2,2 және 1,5 есе жоғары болды (P = 0,0005 және P = 0,04). Сау өсімдіктер мен wtTBSV-crРНҚ-162 өңделген өсімдіктер арасындағы miR168 экспрессиясының айырмашылығы айтарлықтай болмады (P>0,9999) (38-сурет). Тәжірибе кем дегенде үш рет қайталанды.
7 dpi TBSV жабайы түрімен зақымдалған өсімдіктерде miR168 экспрессиясы бақылаумен салыстырғанда 2 есе жоғары болды (P = 0,001). Сау өсімдіктер мен мутантты RMJ1 және wtTBSV-crРНҚ-162 (P = 0,07 және P > 0,9) өңделген өсімдіктер арасында miR168 экспрессиясында айтарлықтай айырмашылықтар табылмады (39-сурет). Тәжірибе кем дегенде үш рет қайталанды.
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Cурет 38 – Nicotiana benthamiana-дағы 5 dpi соң miR168 генінің салыстырмалы экспрессиясының деңгейі
Ескерту – Сурет автормен GraphPad бағдарламасы арқылы құрастырылды
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Сурет 39 – Nicotiana benthamiana-дағы 7 dpi соң miR168 генінің салыстырмалы экспрессиясының деңгейі
Ескерту – Сурет автормен GraphPad бағдарламасы арқылы құрастырылды
3.6.1 Жабайы типті TBSV және оның мутанттарымен (RMJ1, ΔP19) инокуляцияланған өсімдіктер арасындағы микроРНҚ экспрессия профилін талдау
Белгіленген уақыт аралықтарында (3, 5 және 7 күн) miR162 экспрессия деңгейі TBSV жабайы түрімен жұқтырған өсімдіктерде ΔP19 мутантымен жұқтырған өсімдіктермен салыстырғанда сәйкесінше 2,3, 3,1 және 2,1 есе жоғары екені байқалды (P = 0,0008) (40-сурет). Тәжірибе кем дегенде үш рет қайталанды.
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Сурет 40 – Nicotiana benthamiana-да жабайы типті TBSV және RMJ-1, ΔP19 мутанттары зақымданудан 3 dpi соң miR162 салыстырмалы экспрессия деңгейі
Ескерту – Сурет автормен GraphPad бағдарламасы арқылы құрастырылды
Жабайы типтегі TBSV және мутанты RMJ1 жұқтырған өсімдіктер арасында көрсетілген уақыт аралықтарында (P = 0,15) miR162 экспрессиясында айтарлықтай айырмашылық таппадық (41, 42-суреттер).
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Сурет 41 – Nicotiana benthamiana-да жабайы типті TBSV және RMJ-1, ΔP19 мутанттары зақымданудан 5 dpi соң miR162 салыстырмалы экспрессия 
Деңгейі
Ескерту – Сурет автормен GraphPad бағдарламасы арқылы құрастырылды
Белгіленген уақыт аралықтарында жабайы TBSV және мутант RMJ1 жұқтырған өсімдіктер арасында miR162 экспрессиясында айтарлықтай айырмашылық таппадық (P = 0,15).

[image: image2.png]ns

RMI1

e
T
AP19

*%kk

wtTBSV

w =) [ o

|9A9] uoissaldxa g9 |-HIW aAne|al




Сурет 42 – Nicotiana benthamiana-да жабайы типті TBSV және RMJ-1, ΔP19 мутанттары зақымданудан 7 dpi соң miR162 салыстырмалы экспрессия деңгейі
Ескерту – Сурет автормен GraphPad бағдарламасы арқылы құрастырылды
miR168 экспрессия деңгейі TBSV жабайы түрімен жұқтырған өсімдіктерде 3, 5 және 7 күндік белгілі уақыт аралығында сәйкесінше 2,1, 2,1 және 1,8 есе (P = 0,0008) ΔP19 мутантымен жұқтырған өсімдіктермен салыстырғанда айтарлықтай жоғары болды (43, 44, 45-суреттер).
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ns – non-significant (маңызды айырмашылық жоқ)

Сурет 43 – Nicotiana benthamiana-да жабайы типті TBSV және RMJ-1, ΔP19 мутанттары зақымданудан 3 dpi соң miR168 салыстырмалы экспрессия деңгейі
Ескерту – Сурет автормен GraphPad бағдарламасы арқылы құрастырылды
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ns – non-significant (маңызды айырмашылық жоқ)

Сурет 44 – Nicotiana benthamiana-да жабайы типті TBSV және RMJ-1, ΔP19 мутанттары зақымданудан 5 dpi соң miR168 салыстырмалы экспрессия деңгейі
Ескерту – Сурет автормен GraphPad бағдарламасы арқылы құрастырылды
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ns – non-significant (маңызды айырмашылық жоқ)

Сурет 45 – Nicotiana benthamiana-да жабайы типті TBSV және RMJ-1, ΔP19 мутанттары зақымданудан 7 dpi соң miR168 салыстырмалы экспрессия деңгейі
Ескерту – Сурет автормен GraphPad бағдарламасы арқылы құрастырылды
Біздің нәтижелеріміз Р19 ақуызының miR 168 және 162 экспрессиясына дифференциалды әсері ерте вирустық инфекция кезінде ең үлкен екенін көрсетеді. P19 ақуызының miR162, 168 рекрутингіне дозаға тәуелді әсерін зерттеу үшін біз TBSV P19 жою мутанты, ΔP19 қолдандық. Осылайша, біздің тәжірибелер P19 ақуызының микроРНҚ гендерінің экспрессиясына вирус тудырған симптомдар пайда болғанға дейін, яғни 3 dpi жиілікте РНҚ интерференциясын өшіру индукциясына дейін бағалауға бағытталған. Күтілгендей, 3 dpi-да miR 162 және оның pre-miR деңгейлерінің жоғарылауы вирус мутанттарымен салыстырғанда өсімдіктер жабайы типті TBSV егілгенде айқынырақ болды. Дегенмен, miR 168 және оның pre-miR деңгейі miR162-мен салыстырғанда төмен болды, бұл P19 ақуызына төмен жақындықты көрсетуі мүмкін. Бұл miR-дің P19 супрессорлық ақуызға тән ұқсастықтың әртүрлі екенін көрсетеді. Өсімдіктің фенотиптік өзгерістерімен анықталған жабайы типті вирус және оның мутанттары 5 dpi-да айтарлықтай жоғары деңгейде репликацияланған кезде miR162 және miR168 белсенділігі төмендеді. Нәтижелер P19-ның өсімдік miR функцияларына әсері симптомдардың дамуына емес, өсімдіктердің вирусқа қарсы реакцияларына әсер етеді деп болжауы мүмкін.
3.7 Векторлардың тиімділігін арттыру мақсатында РНҚ-интерференцияның супрессоры – Р19 ақуызының бағытталған ко-трансформациясының әсері
Бұл міндеттің мақсаты РНҚ-интерференция супрессоры P19 ақуызының көмегімен Nicotiana өсімдігінде уақытша экспрессияланған рекомбинантты ақуыз мөлшерін арттыру болды. Уақыт өте келе мРНҚ-ның төмендеуіне байланысты уақытша экспрессияланған ақуыздардың титрі мен экспрессиясы төмендейтіні көрсетілген. РНҚ супрессорлары РНҚи жолының әртүрлі сатыларында әрекет ететіні белгілі. Сондықтан, супрессорлық ақуыздардың бірнеше түрін біріктіріп қолдану осы бөгде ген вирустық вектормен экспрессияланған кезде жолдың синергиялық кедергісі салдарынан рекомбинантты ақуыздардың өнімділігін ұзақ уақыт бойы жоғарылатады деп болжаған жөн. Сондай-ақ, қызанақтың бұталы ергежейлі вирусына қарсы CRISPR/Cas13 интерференциясын зерттеудің негізгі мәселесі транскрипттердің тұрақты синтезі болды, бұл үнемді емес және транскрипттерді алуда қиындықтар болды. Құрамында RMJ1 вирустық мутанты бар вирустық векторды құру туралы шешім қабылданды. Бұл вектор pCambia2300 агробактериялық плазмидасына негізделген. Бұл шешім шығарылатын плазмидалардың санын, жеткізу әдісін және CRISPR жүйесінің мақсатты тиімділігін оңай арттыруға мүмкіндік берді. Дегенмен, Nicotiana benthamiana өсімдіктеріне енгізілген векторлық жүйенің тиімділігін арттыру үшін жасушалық иммунитетті – РНҚ интерференциясын аздап басу қажет болды. Осы мақсатта Р19 супрессорлық ақуызы қолданылды. 

Агроинфильтрация арқылы өсімдіктерге вирустық материалды жеткізу үшін Александр Шустовтың жетекшілігімен ұлттық биотехнология орталығының гендік инженерия зертханасында жоба жасалды. Бірінші кезеңде құрылымның in silico дизайны жасалынды, содан кейін біз векторды жинай бастадық. Осы мақсатта каркас ретінде pCambia2300 плазмидасының галереялық культурасы пайдаланылды. RMJ1 вирустық мутант үлгісі pUC19-RMJ1 плазмидасынан алынды. Одан әрі бинарлық векторды одан әрі өндірумен аралық векторды алу үшін рестрикция мен лигирленудің бірнеше кезеңдері орындалды:
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1. Үш фрагментті лигирлену орындалды (вектор + үш фрагмент). Бұл RMJ1 геномының көп бөлігін қамтитын және 35S CaMV промоторының бақылауымен біріктірілген pCambia2300-ге клонды жинауға мүмкіндік берді. Вектор бірінші сатыдағы плазмидадан дайындалған – бұл бұрын клондалған фрагменттің құрылысымен pCambia2300 (46-сурет). Осы мақсатта EcoRI+MunI(MfeI) рестриктаза ферменттері қолданылды. Қажетті вектордың ұзындығы 8961 жн болды. 
Сурет 46 – pCambia2300 плазмидасының картасы
Ескерту – Сурет автормен Snapgene бағдарламасын қолдану арқылы жасалынды
2. Плазмидадағы фрагмент 1 EcoRI+XmaJI(AvrII) қосарлы рестрикциямен кесілді. Фрагменттің ұзындығы 1440 жн болды. Құрастырылыған құрылым 47, 48-суреттерде көрсетілген. 
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Сурет 47 – Құрастырылған аралық плазмиданың картасы
Ескерту – Сурет автормен Snapgene бағдарламасын қолдану арқылы жасалынды
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Сурет 48 – Инфекционды клонның позитивті жолақтары
Ескерту – Суретті автор Mega Bio-Print 1100/20 m гель-құжаттамалық құрылғыда жасады
3. Фрагмент 2 RMJ1 болды (49-сурет), біз оны pCambia2300 ішіне көшірдік. Ол XmaJI(AvrII)+MluI ферменттерімен кесілген. Бұл фрагменттің ұзындығы 2426 жн.
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Сурет 49 – RMJ1 плазмидасының картасы
Ескерту – Сурет автормен Snapgene бағдарламасын қолдану арқылы жасалынды
4. Әрі қарай, 2 және 4-қадамдарды (MluI және MfeI) біріктіру қажет болды, жасанды интермедиат қажет болды. Фрагмент 3 MluI+MunI(MfeI) жасанды линкер болып табылады (50, 51-суреттер). 
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Сурет 50 – Жасанды линкер плазмидалық картасы
Ескерту – Сурет автормен Snapgene бағдарламасын қолдану арқылы жасалынды
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Сурет 51 – Жасанды линкерді гельде анықтау
Ескерту – Суретті автор Mega Bio-Print 1100/20 m гель-құжаттамалық құрылғыда жасады
Аралық клонды синтездеп секвенирлеу үшін 9-кестеде көрсетілген праймерлер пайдаланылды.

Кесте 9 – Аралық клонды жасауда қолданылған олигонуклеотидтер
	Атауы
	Реттілігі

	pCamS
	CAG CTA TGA CCA TGA TTA CGA ATT C

	pCamAS
	CGA GAA ATC CTG GAG AAT TTC CTC TCC AAA TGA AAT GAA C

	TVS
	GTT CAT TTC ATT TGG AGA GGA AAT TCT CCA GGA TTT CTC G

	TVAS
	GTG TTA CAA CCC CAG GTA GAC GTA C

	SMlu
	CAA GAC GCG TGC TGA AGT CAA GTT TG

	ASjoin
	TGG AGA TGC CAT GCC GAC CCG GGC TGC ATT TCT GCA ATG TTC

	Sjoin
	ACA TTG CAG AAA TGC AGC CCG GGT CGG CAT GGC ATC TCC A

	ASRBZ
	CCC GCA ATT GAT CTT GAT GAG TTT GGA CAA


6. Осылайша, аралық клон алынды, онда RMJ1 геномының 3'-ұшы түрленді және ДНҚ-триггерленген молекулалық инфекциялық клон pCambia2300-RMJ1 құрастырылды (52, 53-суреттер).
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Сурет 52 – pCambia2300-RMJ1 плазмидалық векторының картасы
Ескерту – Сурет автормен Snapgene бағдарламасын қолдану арқылы жасалынды
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1 - pCambia2300-RMJ1; 2 - PstI+XmaJI өңделген pCambia2300-RMJ1
Сурет 53 – Құрастырылған плазмиданың гельдегі детекциясы
Ескерту – Суретті автор Mega Bio-Print 1100/20 m гель-құжаттамалық құрылғыда жасады
Бұл тәжірибелерді құрастыру мен орындауда бірнеше мәселелер қарастырылды. Өсімдіктерге инфильтрация үшін агробактериялардың оптимальды оптикалық тығыздығы анықталды. Өсімдікке векторды енгізу үшін көбірек Agrobacterium қолданылғаны ерте кезеңде ақуыздың жоғары экспрессиясына әкелетіні көрсетілді. Бұл теориялық тұрғыдан рекомбинантты ақуыздың көбірек жинақталуын көрсетеді. Осылайша, егер мақсат қысқа мерзімде мүмкіндігінше көп ақуыз өндіру болса, онда жоғары инфильтрациялық оптикалық тығыздық орынды болатыны анықталды. Егер мақсат ақуыз экспрессиясының ұзақтығын арттыру болса, инфильтрацияланған тінге теріс әсер етпеу үшін төменгі инфильтрациялық оптикалық тығыздық пайдалануды ұсынамыз.

Сондай-ақ өсімдік жасы агроинфильтрация кезінде ақуыздың экспрессиясында рөл атқаратыны байқалды. N. benthamiana егілген 35 күн, 40 күн, 30 күннен айырмашылығы, агроинфильтрациядан кейін 3 апталық өсімдіктер сияқты хлорозы байқалмады. Дегенмен, бұл ескі өсімдіктердің вирус жұқтыруына әлдеқайда аз сезімталдығымен өтеледі.
TBSV-P19 вирустық экспрессия векторларын салыстыру үшін агроинфильтрациялық талдау қолданылды. P19 сайленсинг супрессорды тасымалдайтын плазмидалар CaMV 35S промоторының төменгі ағынында және CaMV 35S промоторының жоғары ағынында бірнеше клондау аймақтары бар pCambia2300 бинарлық векторы болып табылады. P19 ақуызы N. benthamiana өсімдігіне Agrobacterium LBA 4404 штаммының көмегімен енгізілді. Бұл штамм AGL-ге қарағанда вирулентті жасушалық реакцияға ие, ол басқа эксперименттерде қолданылған және инфильтрацияланған тіндердің некрозын тудырған штамм. Агробактерияға плазмидаларды енгізу үшін жасушаның электропорациясы қолданылды. Ол үшін әрбір плазмидтің 1 мкл (шамамен 300 нг/мкл) мөлшері мұзда ерітілген 50 мкл Agrobacterium LBA 4404 штаммымен араластырылды. Бұл қоспаны салқындатылған электропорациялық кюветаның металл гильзаларының арасына Bio-Rad микропульсті электропораторлық жүйені пайдаланып келесідей орналастырды: алдымен электрокомпетентті жасушалар қосылды және оларға 5 мкл плазмида қосылды. Содан кейін кюветаны араластыру үшін сәл қағып және мұздан артық ылғалды кетіру үшін фильтр қағазымен сүртті. Қақпақ бекітіліп, параметрлер төмен қарсылықпен 330 мкФ сыйымдылыққа реттелді. Құрылғы 400-ге дейін зарядталғаннан кейін, жасушалар шамамен 2 секунд бойы электропорацияланды. Содан кейін жасушалар триптон/ашытқы сығындысы (LB) бар 500 мкл қоректік ортасы бар 1,5 мл микроцентрифугалық пробиркаларға ауыстырылды және 2 сағат бойы 28°C инкубацияланды. Содан кейін бұл культура бір минут ішінде 10 000 айн/мин центрифугадан өткізіліп, супернатант жойылды. Тұнбаны құрамында канамицині бар LBА қоректік ортасына Петри табақшасында егіп, 28°C температурада 36 сағат бойы немесе колониялар пайда болғанша дейін инкубациялады. Содан кейін бір колония құрамында канамицин бар 3 мл LB ортасына қосылды және түні бойы 28°C шайқағышта өсірілді. Содан кейін осы дақылдың 500 мкл құрамында канамицин (50 мкг/мл), 1 мл 10 мМ MES буфері [2-(4-морфолино) этансульфон қышқылы] және 6,5 мкл 150 мМ ацетосирингон (3'- DMSO-дағы галлацетофенон 4'-диметил эфирі) бар 50 мл LB қосылды. Ол 28°C температурада 12 сағат инкубацияланды. Культура 4000 айн/мин центрифугалау арқылы түйіршіктелді және супернатант жойылды. Тұнбаны қайта суспензиялау үшін 10 мл 10 мм MES, 10 мМ MgCl 2 және 150 мкл 150 мМ ацетосирингон қолданылды және ресуспензия 20 минут бойы араластырылды, содан кейін бөлме температурасында 3 сағат бойы инкубацияға қалдырылды. Агроинфильтрацияланған ақуыздар егуден кейін 3 күннен кейін максималды экспрессияға жететіндігі көрсетілгендіктен, 5 апталық N. benthamiana-ның 2 жапырағы (2-ші және 3-ші шынайы жапырақтары) 1 мл Р19 супрессормен егілді және жұмыс алдында 24 сағат бойы қалпына келтіруге мүмкіндік берді. Агроинфильтрация мен раб-инокуляция арасындағы қалпына келтіру уақыты вирустық вектор ақуыздарының және кездейсоқ агроинфильтрацияланған супрессорлардың максималды экспрессиясын қамтамасыз ету үшін жасалған. Р19 супрессорлық ақуызы бар өсімдіктерді инфильтрациялаудан басқа, Cas13a ақуызы да қолданылды. Бірлескен инфильтрация 1:1 қатынасында жүргізілді. РНҚи супрессор ақуызының бастапқы экспрессиясы P19 ақуызына тән антиденелерді пайдалана отырып, экстракцияланған ақуыздарды иммнуоблоттау арқылы тексерілді (54-сурет).
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1 – бақылау; 2 – pK2GW7-pCas13a; 3 – RMJ1; 4 - pCambia2300-Р19; 5 -  pCambia2300-Р19+pK2GW7-pCas13a; 6 - pCambia2300-RMJ1; 7 - pCambia2300-Р19+pCambia2300-RMJ1

Сурет 54 – Төмен оптикалық тығыздықта (0,8) P19 ақуызының экспрессиясы
Ескерту – Суретті автор Nikon D5600 фотоаппараты арқылы жасады
Осы зерттеудің негізгі тармақтарын қорытындылау үшін супрессорлық ақуызды қожайын өсімдікте вирустық вектордың рекомбинантты ақуызы мөлшерін көбейту және экспрессиясын күшейту үшін пайдалануға болады. Қарастырылатын басқа факторларға Agrobacterium культурасының бастапқы оптикалық тығыздығы жатады; Жоғары бастапқы оптикалық тығыздық ақуызды жылдамырақ шығарады, бірақ сонымен бірге өсімдіктерде физиологиялық проблемаларды тудырады және ақуыздың жинақталуына әсер етуі мүмкін. Төменгі бастапқы оптикалық тығыздық ақуыздың бастапқы мөлшері азырақ болса да, жасушаға метаболикалық жүктемені болдырмау арқылы ақуыз экспрессиясының ұзақтығын арттырады. Осы деректер Р19 супрессорлық ақуыздар ерте коинфильтрация кейіннен өсімдіктердегі ақуыз экспрессиясы үшін вирустық векторлардың тиімділігін арттыруы мүмкін екенін көрсетеді. Сонымен қатар, кәрі өсімдіктерде жас өсімдіктер сияқты ұлпалардың хлорозы байқалмайтыны байқалды; Ақуыздың максималды экспрессиясы үшін жүйені басқару үшін өсімдік жасын реттеуге болады.

Осылайша, вирустық вектордан бөгде геннің экспрессиясын күшейту және ұзарту үшін РНҚи тежейтін супрессорларды қолдануға болады. Оның фармацевтикалық қолдану және биотехнологияда пайдалану үшін өсімдіктердегі ақуыз экспрессиясы үшін құнды әсерлері бар.

3.8 CRISPR/Cas13 генді өңдеу жүйесінің экспрессиясына температуралық әсерлердің тиімділігі анықтау
Кез келген CRISPR/Cas жүйесін оңтайландырудың негізгі мәселелері эукариоттық жүйелерге жеткізу әдістерін таңдау, Cas отбасының мРНК нуклеазаларының экспрессиясын арттыру және бағыттаушы РНҚ үшін оңтайлы промоторды пайдалану болып табылады.

Геномды өңдеудің төмен тиімділігінің ықтимал механизмдерінің бірі – Cas тұқымдасының ақуыздарының төмен температурада белсенділігінің төмен болуы [1, р.5]. Cas13 гомологы оңтайлы өсу температурасы 370С болатын Leptotrichia shahii бактериясынан алынған. Вирус тудырған РНҚи тежеу температураға байланысты болуы мүмкін. Сондықтан РНҚи төмен температурада тиімділігі аз, ал Adelman және т.б. [46, р.e2239] жұмысының нәтижелері көрсеткендей температураның жоғарылауымен оның белсенділігі айтарлықтай артады. Chellappan және соавторлар өсімдіктердің жылулық «терапиясының» тиімділігін (35-40°С) РНҚи сайленсингінің ықтимал гиперактивті белсенділігімен түсіндіреді [3, р.1198]. Біз ыстыққа төзімді барлық организмдер CRISPR индукциясының жоғары деңгейіне қол жеткізе алады деп болжаймыз. Мұны [90, р.2]-да берілген нәтижелер де көрсетеді, мұнда 390С температурада CRISPR/Cas9 жүйесі 30°С-қа қарағанда тиімдрек. Жоғары температураның әсері кейбір бидай трансформанттарында Cas9 мРНҚ экспрессиясының жоғарылауына әкелетіні [89, р. 381] көрсетілген, бірақ бұл арабидопсис өсімдіктерінде байқалмаған [89, р.378]. Сөзсіз, CRISPR жүйесінің белсенділігінің ықтимал температураға тәуелділігіне қарамастан, мақсатты ағзаның күйін де ескеру қажет. Мысалы, бұл жасушалық цикл кезіндегі ДНҚ репарация жүйесінің белсенділігі мен механизміне температуралық кернеудің әсерімен көрсетіледі. 

TBSV қарсы CRISPR арқылы жоғары температураның тиімділігін зерттеу үшін әдебиет көздеріне сәйкес өсімдіктер 3 температура жағдайында (40°C, 37°C, 30°C) өсірілді. Қысқа термиялық өңдеулер қолданылды: 40°С-та 3 рет, 37°С-та 3 рет, 30°С-та 3 рет. Қысқа термиялық өңдеулер өсімдіктің жасушалық циклінің тиімділігіне әсер ететін күрделі жасушалық реакцияны тудырады. Сондай-ақ, әрбір термиялық өңдеуден кейін өсімдіктер қалпына келу үшін 25°С қолайлы өсіру жағдайларына ауыстырылды. Бұл өсімдіктерде стресстің «жады» пайда болуы үшін қажет. Бұл стресс өсімдіктердің қорғаныс механизмдеріне жауап беретін гендердің экспрессиясының жоғарылауына әкеледі. Қорғаушы сигналдық молекулалардың активтенуін анықтау үшін альдегидоксидаза ферменті үшін нативті гель электрофорезі жүргізілді. Біздің зертханада жүргізілген зерттеулер өсімдіктердегі TBSV инфекциясы жапырақтардағы альдегидоксидаза изоформаларының AO2 және AO3 белсенділігінің жоғарылауына әкелетінін көрсетті [119]. Сонымен қатар, AO изоформаларының супероксидтік радикалды өндіру қабілетінің деңгейі айтарлықтай артады. Осылайша, TBSV инфекциясына қарсы өсімдіктердің қорғаныс механизмдеріне АО қатысуы алғаш рет көрсетілді [119, р.40]. Сондықтан, біз CRISPR жүйесімен бірге температуралық өңдеулер альдегидоксидаза ферментінің белсенділігіне әсер ететінін білуге қызықты. Күтілгендей, осы тәжірибе барысында альдегидоксидазаның барлық үш изоформасы вирустық инфекцияға ұшыраған өсімдіктерде анықталды. Бұл ферменттің ең жоғары белсенділігі P19 супрессор ақуызымен және pK2GW7-pCas13 бинарлық векторымен бірге инфильтрацияланған үлгілерде болды. Осы нәтижеге сүйене отырып, альдегидоксидазаның үшінші изоформасының активтенуіне вирустың супрессорлық ақуызы әсер етеді деп болжауға болады. Термиялық өңдеуді CRISPR/Cas13 жүйесімен бірге қолдану жабайы типті вирусқа қарсы инфильтрация бақылау өсімдігімен салыстырғанда жоғары концентрацияны көрсетті, бірақ басқа үлгілермен салыстырғанда төмен бейнені көрсетті (55-сурет).
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1-бақылау; 2 -wtTBSV; 3 – wtTBSV+ pK2GW7-pCas13; 4 – wtTBSV+370C; 5 – wtTBSV+pCambia-P19+pK2GW7-pCas13; 6 – wtTBSV+370C +pK2GW7-pCas13
Сурет 55 – АО ферментінің белсенділігі
Ескерту – Суретті автор Nikon D5600 фотоаппараты арқылы жасады
Кез келген экзогендік стресс факторлары жасушаның тотығу-тотықсыздану жағдайына әсер етеді. Бұл реакциялар отттегінің белсенді формаларының генерация деңгейіне әсер етеді. ОБФ вирустық инфекция кезінде нуклеин қышқылының зақымдалуына әсер етеді [120]. ДНҚ-ның тотығу зақымдануы өзгерген негіздер мен бұзылған қант қалдықтарына әкеледі, олар фрагменттеліп, ДНҚ жіптердің үзілуіне әкеледі. Қанттың зақымдануы ең алдымен дезоксирибозадан сутегінің жойылуынан туындаса, ДНҚ негіздеріне тотығу шабуылы көбінесе қос байланыстарға ОН қосылуын қамтиды. Зақымданудың екі негізгі түрі қалыптасады: 8-оксо типі, 8-оксо-7,8-дигидро-2'-дезоксиаденозин (8-оксодА) және 8-оксо-7,8-дигидро-2'-дезоксигуанозин (8). -oxodG), тотыққан С8 атомымен сипатталады. Температураның, супрессорлық ақуыздың және CRISPR жүйесінің әсерін анықтау үшін 8-оксогуанин мөлшеріне ИФА талдауы жүргізілді. Алынған мәліметтерге сәйкес, 8-оксоганиннің салыстырмалы мөлшері жабайы типті вирус пен супрессорлық ақуызбен инфильтрацияланған үлгілерде жоғарырақ болғаны, ал өсімдіктердің жоғары температура мен CRISPR жүйесі инфильтрациясында бақылау өсімдіктерімен салыстырғанда ешқандай өзгерістер байқалмағаны анықталды (56-сурет).
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1 - бақылау; 2 - wtTBSV; 3 – wtTBSV+37°C; 4 – wtTBSV+37°C–+pK2GW7-pCas13; 5 – wtTBSV+pCambia-P19

Сурет 56 – Температуралық өңдеудің 8-оксогуанин мөлшеріне әсері
Ескерту – Суретті автор Excel бағдарламасында өңдеді
Содан кейін Cas13a ақуызын анықтау үшін HA таңбасына иммуноблоттинг жүргізілді. Бұл тәжірибе өсімдіктердегі рекомбинантты Cas13a ақуызының белсенділігіне температуралық өңдеудің әсерін анықтау үшін жүргізілді. Алынған нәтижелерге сәйкес, pK2GW7-pCas13 тасымалдайтын агробактериялармен инфильтрациядан кейін өсімдіктерді қосымша температуралық өңдеу жүргізілмеген бақылау үлгілерімен салыстырғанда температуралық өңдеуден өткен үлгілерде қою формазан жолақтары анықталды (57-сурет).
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1 - бақылау; 2 - wtTBSV; 3 – wtTBSV+ pK2GW7-pCas13; 4 – wtTBSV+37°C; 5 – wtTBSV+pCambia-P19+pK2GW7-pCas13; 6 – wtTBSV+37°C +pK2GW7-pCas13

Сурет 57 – НА-таңбасы бар pCas13a ақуызының экспрессиясы
Ескерту – Суретті автор Nikon D5600 фотоаппараты арқылы жасады
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Бұл зерттеу эукариоттардағы CRISPR/Cas13 жүйесінің белсенділігін модуляциялаудағы температураның маңыздылығын көрсетеді және осы нәтижелерге сүйене отырып, CRISPR/Cas13 гендік өңдеу жүйесін пайдалана отырып, өсімдіктердегі экзогендік РНҚ-ның мақсатты ыдырауын арттырудың жылдам әдісін ұсына аламыз (58-сурет). 
Сурет 58 – Р19 бен термиялық өңдеудің pCas13a экспрессиясын жоғарылатудың жұмыс моделі
Ескерту – Сурет автормен Biorender бағдарламалық құралында құрастырылған
3.9 CRISPR/Cas13 жүйесімен Tomato Bushy Stant вирусына қарсы интерференция
Алынған деректер негізінде өсімдік РНҚ интерференциясы мен CRISPR/Cas13 жүйесі арасындағы функционалдық әрекеттесудің жұмыс моделі құрылды. Осылайша, вирустық қоздырғышқа қарсы тиімді иммунитетті қамтамасыз ету үшін мөлшерге тәуелді супрессорлық ақуыз көмегімен CRISPR жүйесінің тиімділігін арттыру үшін жаңа әдістеме әзірленді.

Вирустарға төзімді өсімдік түрлерін әзірлеу және дамыту азық-түлік өндірісін ұлғайту және азық-түлік қауіпсіздігін жақсарту үшін үлкен мүмкіндік береді. Бұрын зерттеушілер РНҚи өсімдіктерге патогендерге, әсіресе вирустарға қарсы тұру үшін трансгендік иммундық жүйені беру үшін пайдаланған. Дегенмен, бірнеше культуралар вирустарға қарсы РНҚ интерференциялық тәсілін қолданып жасалған, оның бірнеше кемшіліктері бар, яғни олар көп еңбекті қажет етеді, қымбат, қайталану мүмкіндігі бойынша болжауға болмайды және мақсаттан тыс белсенділікке ие. Соңғы жылдары CRISPR/Cas жүйесі өсімдік вирустарына төзімділікті қалыптастырудың ең жақсы және тиімді стратегияларының бірі ретінде пайда болды. ДНҚ вирустық инфекцияларына төзімділікті дамыту үшін CRISPR/Cas9 көмегімен бірнеше дақылдар мен модельдік өсімдіктер құрастырылған.
Бірақ жақында CRISPR/Cas13a РНҚ нысандарын тежейтіні көрсетілді және бұл жұмыста біз pCas13a N. benthamiana өсімдіктерінде РНҚ вирусының интерференциясын қамтамасыз ете алатынын тексеруге тырыстық. Біздің транзиентті экспрессияланатын CRISPR/Cas13a жүйесінен алынған нәтижелер бұл жүйені өсімдіктердегі РНҚ вирустарын нысанаға алу үшін платформа ретінде пайдалануға болатынын көрсетті. Нақтырақ айтқанда, біз N. benthamiana модельдік өсімдік жүйесінде РНҚ мақсатты модулі ретінде crРНҚ бар pCas13a қолдандық. Біз N. benthamiana жапырақтарындағы CRISPR/Cas13a жүйесін уақытша экспрессиялап, жүйені TBSV геномына бағыттадық. Эксперименттердің бірінші сериясы талдау жүйесін құруға және pCas13a ақуызының уақытша экспрессиясын қамтамасыз етуге бағытталған. Эксперименттердің екінші сериясында біз вирустың жинақталуының индикаторы ретінде GFP сигналдарын және вирус бөлшектерінің титрінің индикаторы ретінде P19 ақуызының экспрессиясын пайдалана отырып, TBSV және оның мутанттарына қарсы молекулалық интерференцияны зерттедік. Барлық crРНҚ бақылау элементтерімен салыстырғанда УК сәулесінің астында егілген жапырақтарда GFP экспрессия деңгейлерінің төмендегенін көрсетті. Сонымен қатар, GFP-бағытталған crРНҚ-ларда GFP сигналының төмен, бірақ анықталатын деңгейлері табылды, ал төмендеудің жоғары деңгейі P19-ға бағытталған crРНҚ-ларда байқалды. Басқа нысандармен салыстырғанда TBSV геномының P19 реттілігіне комплементарлы crРНҚ-ны жақсырақ нысанаға алу әлеуеті вирус геномындағы P19-ның қожайын РНҚи қорғау механизмінің супрессоры ретіндегі қызметімен байланысты болуы мүмкін. Р19 деңгейлерінің кез келген мөлшерге тәуелді өзгеруі TBSV мутанттарында көрсетілгендей өсімдік жасушасында вирустың таралуына және қиРНҚ-P19 кешендерінің түзілуіне әсер етуі мүмкін. Екінші жағынан, nsgcrРНҚ бақылауында және жабайы түрмен егілген N. benthamiana өсімдіктерінде жоғары GFP сигналдары байқалды, бұл вирустық кедергіге арналған CRISPR/pCas13a жүйесінің тиімділігін растайды. Тұтастай алғанда, біздің деректеріміз TBSV және оның мутанттарына қарсы сәтті бағытталып, оның интерференциясын көрсетті. Бұл нәтижелер CRISPR/pCas13a-ның өсімдік биотехнологиясының потенциалды қолданбалары үшін РНҚ вирустарын бағыттау және өзара әрекеттесудегі [image: image62.png]ns
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тиімділігін көрсетеді (59-сурет).
Сурет 59 – Вирустарға қарсы төзімділікті орнатудың жұмыс моделі
Ескерту – Сурет автормен Biorender бағдарламалық құралында құрастырылған
Сонымен қатар, қазіргі таңда үлкен мәселе болып табылатын жағдай рекомбинантты ақуыздардың экспрессиясын клетка қожайынында оңтайландыру болып табылады. Осы диссертациялық жұмыста супрессорлық ақуызы мен термиялық өңдеудің бірлескен әдісі көрсетілді. Нәтижесінде бұл деректер еліміздегі күрт контителды климатта тұрақты болатын мәдени өсімдіктердің жаңа жоғары сапалы сорттарын әзірлеп, өнімділікті арттыруға және ауыл шаруашылығы өнімдеріне ішкі сұранысты қанағаттандыруға мүмкіндік береді. Бұл жаңа сорттар сыртқы тұқым жеткізулеріне тәуелділікті азайтуға көмектесуі мүмкін. Биотикалық факторларға төтеп бере алатын төзімді сорттардың дамуы пестицидтерді интенсивті пайдалану қажеттілігін азайтады, бұл қоршаған ортаның ластануының төмендеуіне әкеледі.

ҚОРЫТЫНДЫ
1. Жабайы типті TBSV вирусы мен оның мутанттарына бағытталған Cas13 және crРНҚ N. benthamiana-да экспрессиялану үшін in silico дизайн жасалынып, құрастырылған pK2GW7-pCas13a транзиентті түрде экспрессияланды. Cas13 молекулалық конформациясы және crРНҚ экспрессиясы анықталынды. TBSV вирусының P19 ақуызына арнайы бағытталған crРНҚ құру кезінде Tombusvirus тектес әртүрлі өкілдерімен күресуде CRISPR/Cas13 жүйесін әмбебап қолдану перспективасы қарастырылды.
2. Nicotiana benthamiana өсімдігінде экспрессияланатын CRISPR/Cas13 жүйесін TBSV мен оның мутанттарына in planta бағытталуы жүргізілді. Нәтижесінде Р19 супрессорлық ақуызы мен қиРНҚ-лармен байланысу қасиеттері анықталынып, Р19 ақуызының мөлшерге тәуелді әсері анықталынды.
3. Вирустық РНҚ-ға CRISPR/Cas13 жүйесінің бағытталу тиімділігі әр түрлі crРНҚ-GFP мен crРНҚ-Р19 арасындағы ерекшеліктер зерттелінді. Барлық crРНҚ бақылау өсімдіктерімен салыстырғанда ультракүлгін сәулесінің астында инокуляцияланған жапырақтарда GFP экспрессия деңгейлерінің төмендегенін көрсетті. Сонымен қатар, P19-ға бағытталған crРНҚ-лар GFP-бағытталған crРНҚ-ларға қарағанда вирустық титрдің төменірек деңгейін көрсетті. Басқа нысандармен салыстырғанда TBSV геномының P19 реттілігіне комплементарлы crРНҚ-ны жақсырақ нысанаға алу әлеуеті вирус геномындағы P19-ның қожайын РНҚи қорғау механизмінің супрессоры ретіндегі қызметімен байланысты болуы мүмкін.
4. Р19 супрессорлық ақуызының биологиялық контексте өсімдіктердің микроРНҚ функциясына әсері зерттелінді. Біздің нәтижелеріміз Р19 ақуызының miR168 және miR162 экспрессиясына дифференциалды әсері ерте вирустық инфекция кезінде ең үлкен екенін көрсетті. Тәжірибелер P19 ақуызының микроРНҚ экспрессиясына вирус тудырған симптомдар пайда болғанға дейін, яғни 3 dpi жиілікте РНҚ интерференциясын өшіру индукциясына дейін бағалауға бағытталды. Нәтижелер P19-ның өсімдік miR функцияларына әсері симптомдардың дамуына емес, өсімдіктердің вирусқа қарсы реакцияларына әсер етеді деген болжамды көрсетті. 
5. Векторлардың тиімділігін арттыру мақсатында РНҚ-интерференцияның супрессоры – Р19 ақуызының бағытталған ко-трансформациясының мақсатты геннің көп жинақталуына әсері зерттелінді. Алынған деректер негізінде өсімдіктерде РНҚ-интерференция мен CRISPR/Cas13 жүйесі арасындағы функционалдық өзара әрекеттестіктің жұмыс моделі құрылды. Өсімдіктердегі CRISPR/Cas13 жүйесінің реттелуінің модуляторы ретінде Р19 ақуызының рөлі зерттелінді.
6. Өсімдік температурасының модуляциясын қолдана отырып, CRISPR/Cas13 жүйесінің тиімділігін арттыру үшін жаңа әдістеме әзірленді. Алынған нәтижелер негізінде pCas13a ақуызының жоғарылаған экспрессиясын алу үшін 37°С ең оңтайлы температура екені анықталды.
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ҚОСЫМША Ә
pK2GW7-pCas13a құрылымының секвенирлеуден кейінгі реттілігі
ctcccatatggtcgactagagccaagctgatctcctttgccccggagatcaccatggacgactttctctatctctacgatctaggaagaaagttcgacggagaaggtgacgataccatgttcaccaccgataatgagaagattagcctcttcaatttcagaaagaatgctgacccacagatggttagagaggcctacgcggcaggtctcatcaagacgatctacccgagtaataatctccaggagatcaaataccttcccaagaaggttaaagatgcagtcaaaagattcaggactaactgcatcaagaacacagagaaagatatatttctcaagatcagaagtactattccagtatggacgattcaaggcttgcttcataaaccaaggcaagtaatagagattggagtctctaagaaagtagttcctactgaatcaaaggccatggagtcaaaaattcagatcgaggatctaacagaactcgccgtgaagactggcgaacagttcatacagagtcttttacgactcaatgacaagaagaaaatcttcgtcaacatggtggagcacgacactctcgtctactccaagaatatcaaagatacagtctcagaagaccaaagggctattgagacttttcaacaaagggtaatatcgggaaacctcctcggattccattgcccagctatctgtcacttcatcaaaaggacagtagaaaaggaaggtggcacctacaaatgccatcattgcgataaaggaaaggctatcgttcaagatgcctctgccgacagtggtcccaaagatggacccccacccacgaggagcatcgtggaaaaagaagacgttccaaccacgtcttcaaagcaagtggattgatgtgatatctccactgacgtaagggatgacgcacaatcccactatccttcgcaagacccttcctctatataaggaagttcatttcatttggagaggactccggtatttttacaacaataccacaacaaaacaaacaacaaacaacattacaatttactattctagtcgacctgcaggcggccgcactagtgatatcacaagtttgtacaaaaaagcaggctatgtacccatacgatgttccagattacgcttacccatacgatgttccagattacgcttacccatacgatgttccagattacgctggcaacctctttggccataagcgttggtacgaagtcagagataagaaggacttcaagattaagagaaaggtcaaggtgaagcgcaactacgacggaaacaagtacatcttgaacataaacgaaaacaacaacaaggaaaagatcgataacaacaagtttattcgtaagtacatcaactataagaagaacgacaacatactaaaggagtttacaaggaagtttcatgccggtaacattctcttcaagttgaaaggaaaggagggcatcatccgtatcgaaaacaacgacgatttcctcgagactgaagaagtggtcctttacattgaggcttacggtaaaagcgagaagctaaaggccctcggaatcaccaagaagaagatcatcgatgaagcgataagacagggtatcactaaggatgacaagaagatcgagatcaagcgtcaggaaaacgaggaggagatcgagatagacattcgtgatgagtatactaacaagaccctaaacgactgctccatcatcctccgtattatcgaaaacgatgagctcgaaacaaaaaagagcatttacgagattttcaagaacattaacatgagtctctacaagatcattgagaagatcatagaaaacgagacagaaaaagttttcgagaacagatactacgaggagcatttgcgtgaaaagctcctcaaagatgacaagatagatgtgatcttgactaacttcatggaaattagggaaaagatcaaaagtaacctcgagattttgggcttcgtcaagttctacctcaacgttggaggtgacaagaagaagtctaagaacaagaaaatgttggtcgaaaagatcctaaacatcaacgtggatttgacagtggaggacatagccgacttcgtgattaaggaactcgagttctggaacatcaccaagcgtatcgaaaaggtgaagaaggtgaacaacgaattcctagaaaagaggaggaaccgtacatatataaagtcttacgtgcttctcgacaagcacgaaaagttcaagattgagcgtgagaacaagaaggacaagatcgtgaagtttttcgttgagaacatcaagaacaactcgatcaaggaaaagatagagaagatcctcgcggaatttaagattgacgaattgataaaaaagctagagaaggagctcaagaagggcaactgcgataccgaaattttcggtatattcaagaagcactataaggttaacttcgacagtaagaaattctctaagaaatctgacgaggagaaggaactatataaaattatctaccgttacctcaagggcagaatcgagaaaatcttggtcaacgagcagaaggtgcgtcttaagaagatggaaaagatcgaaattgaaaaaatcttgaacgagtctattctttctgaaaagatcctaaaaagagtgaagcagtacactctagaacacatcatgtacttgggcaagctacgtcacaacgacatcgacatgactaccgttaacaccgacgacttctctaggctccacgccaaagaggagctagacctagagctcattacattcttcgcctcgacaaacatggagctcaacaagatcttttctcgtgaaaacatcaacaacgacgagaacattgacttcttcggtggagacagagaaaaaaactacgttctcgacaagaaaatcctcaactctaagatcaaaataatacgtgacttggacttcatcgacaacaaaaacaacataacaaacaacttcattcgtaagtttacaaagatcggtaccaacgagcgtaaccgcatcttgcatgctatctccaaggagcgtgacctacagggtacccaggatgactacaacaaggtcatcaacatcatccagaacctcaagatttccgatgaagaagtgtctaaggctttgaacttggacgtcgtcttcaaggacaagaaaaacataataactaaaatcaacgatataaagatatctgaggaaaacaacaacgatatcaagtatctcccttccttcagtaaggttctcccagagatcctcaacctctatagaaacaaccccaagaacgaaccttttgacacaattgagacagaaaagatcgtcctcaacgcacttatctacgttaacaaagagttgtacaagaagttgatcctcgaggacgatttggaagagaacgagagtaagaacatattccttcaggagcttaagaagaccctaggtaacattgacgaaatcgatgaaaacataatagaaaactactataagaacgcccagatcagcgcgtccaagggtaacaacaaggcgatcaagaagtaccagaagaaggtgatcgagtgctacataggttacctccgtaagaactacgaggaactctttgacttctctgattttaagatgaacattcaggagatcaagaagcagattaaggacattaacgataacaagacttacgaaaggatcacagtgaagacaagcgataagaccatagtgatcaacgacgacttcgagtatataatatctatctttgccctcctcaactcgaacgccgtgatcaacaagatcaggaacagattctttgccacatcggtctggcttaacaccagcgagtatcagaacatcattgacatcttggacgaaataatgcagttgaacactttgcgcaacgagtgtatcactgagaactggaacctcaacctcgaggagttcatacagaagatgaaggaaattgagaaggacttcgatgacttcaagatccagaccaagaaggagatcttcaacaactactacgaggatatcaagaacaacattcttacagagttcaaggacgatatcaacggttgcgacgtccttgaaaaaaagttggaaaaaattgtcatttttgacgatgaaactaaatttgaaattgataagaaatctaacatactccaggacgaacagaggaagctctccaacatcaacaagaaggacctcaagaagaaggtggaccagtacatcaaggacaaggaccaggaaatcaagagcaagatcttgtgcagaatcatcttcaactctgatttcctcaaaaagtacaagaaagaaatcgataacctaatagaggatatggagagtgaaaacgagaacaagttccaggagatctactatcctaaggagagaaagaacgagctctacatatataaaaagaacctcttcctcaacatcggtaaccctaacttcgataagatctacggtttgatctccaacgacataaaaatggctgacgccaagtttctcttcaacatagacggcaagaacatcaggaagaacaagatatccgagatcgacgccatcctcaagaacctcaacgacaagctcaacggatacagtaaggaatacaaggagaagtacatcaagaaacttaaggaaaacgacgatttctttgctaagaacatccagaacaagaactacaagtctttcgaaaaggactacaaccgtgtcagcgaatataagaagatccgtgatcttgttgaattcaactatctcaacaagatcgaaagttacctcatcgacattaactggaaactcgctatccagatggcgcgtttcgaaagggacatgcattatatcgtgaacggactccgcgagctcggcataatcaaactctccggttacaacactggcatctcgcgtgcctacccaaagcgtaacggtagcgacggcttctacaccaccaccgcttactacaagttcttcgatgaagagtcttacaagaagttcgaaaaaatctgctacggcttcggaatcgacctatctgagaactctgagattaacaaacctgagaacgagagcatccgtaactatatctcccatttttacatcgtgagaaacccttttgctgactactccatcgctgaacagatagatcgtgtctctaacttgttgtcgtattccacccgttataacaacagtacttatgcatcggtgttcgaagtgttcaagaaagacgtcaacttggactacgacgagctcaagaaaaagttcaaactaataggtaacaacgatatcctcgagcgtttgatgaagcctaaaaaagtctctgtgctcgagctcgagtcttacaactctgactatatcaagaacctcatcatcgagctattgaccaagatcgagaacaccaacgacacccttaaaaggccggcggccacgaaaaaggccggccaggcaaaaaagaaaaagtgatctagaggtaccctcgagctcgatatctaaacccagctttcttgtacaaagtggtgatatcccgcggccatgctagagtccgcaaaaatcaccagtctctctctacaaatctatctctctctatttttctccagaataatgtgtgagtagttcccagataagggaattagggttcttatagggtttcgctcatgtgttgagcatataagaaacccttagtatgtatttgtatttgtaaaatacttctatcaataaaatttctaattcctaaaaccaaaatccagtgacctgcaggcatgcgacgtcgggcccaagcttagcttgagcttggatcagattgtcgtttcccgccttcagtttaaactatcagtgtttgacaggatatattggcgggtaaacctaagagaaaagagcgtttattagaataacggatatttaaaagggcgtgaaaaggtttatccgttcgtccatttgtatgtgcatgccaaccacagggttcccctcgggatcaaagtactttgatccaacccctccgctgctatagtgcagtcggcttctgacgttcagtgcagccgtcttctgaaaacgacatgtcgcacaagtcctaagttacgcgacaggctgccgccctgcccttttcctggcgttttcttgtcgcgtgttttagtcgcataaagtagaatacttgcgactagaaccggagacattacgccatgaacaagagcgccgccgctggcctgctgggctatgcccgcgtcagcaccgacgaccaggacttgaccaaccaacgggccgaactgcacgcggccggctgcaccaagctgttttccgagaagatcaccggcaccaggcgcgaccgcccggagctggccaggatgcttgaccacctacgccctggcgacgttgtgacagtgaccaggctagaccgcctggcccgcagcacccgcgacctactggacattgccgagcgcatccaggaggccggcgcgggcctgcgtagcctggcagagccgtgggccgacaccaccacgccggccggccgcatggtgttgaccgtgttcgccggcattgccgagttcgagcgttccctaatcatcgaccgcacccggagcgggcgcgaggccgccaaggcccgaggcgtgaagtttggcccccgccctaccctcaccccggcacagatcgcgcacgcccgcgagctgatcgaccaggaaggccgcaccgtgaaagaggcggctgcactgcttggcgtgcatcgctcgaccctgtaccgcgcacttgagcgcagcgaggaagtgacgcccaccgaggccaggcggcgcggtgccttccgtgaggacgcattgaccgaggccgacgccctggcggccgccgagaatgaacgccaagaggaacaagcatgaaaccgcaccaggacggccaggacgaaccgtttttcattaccgaagagatcgaggcggagatgatcgcggccgggtacgtgttcgagccgcccgcgcacgtctcaaccgtgcggctgcatgaaatcctggccggtttgtctgatgccaagctggcggcctggccggccagcttggccgctgaagaaaccgagcgccgccgtctaaaaaggtgatgtgtatttgagtaaaacagcttgcgtcatgcggtcgctgcgtatatgatgcgatgagtaaataaacaaatacgcaaggggaacgcatgaaggttatcgctgtacttaaccagaaaggcgggtcaggcaagacgaccatcgcaacccatctagcccgcgccctgcaactcgccggggccgatgttctgttagtcgattccgatccccagggcagtgcccgcgattgggcggccgtgcgggaagatcaaccgctaaccgttgtcggcatcgaccgcccgacgattgaccgcgacgtgaaggccatcggccggcgcgacttcgtagtgatcgacggagcgccccaggcggcggacttggctgtgtccgcgatcaaggcagccgacttcgtgctgattccggtgcagccaagcccttacgacatatgggccaccgccgacctggtggagctggttaagcagcgcattgaggtcacggatggaaggctacaagcggcctttgtcgtgtcgcgggcgatcaaaggcacgcgcatcggcggtgaggttgccgaggcgctggccgggtacgagctgcccattcttgagtcccgtatcacgcagcgcgtgagctacccaggcactgccgccgccggcacaaccgttcttgaatcagaacccgagggcgacgctgcccgcgaggtccaggcgctggccgctgaaattaaatcaaaactcatttgagttaatgaggtaaagagaaaatgagcaaaagcacaaacacgctaagtgccggccgtccgagcgcacgcagcagcaaggctgcaacgttggccagcctggcagacacgccagccatgaagcgggtcaactttcagttgccggcggaggatcacaccaagctgaagatgtacgcggtacgccaaggcaagaccattaccgagctgctatctgaatacatcgcgcagctaccagagtaaatgagcaaatgaataaatgagtagatgaattttagcggctaaaggaggcggcatggaaaatcaagaacaaccaggcaccgacgccgtggaatgccccatgtgtggaggaacgggcggttggccaggcgtaagcggctgggttgtctgccggccctgcaatggcactggaacccccaagcccgaggaatcggcgtgacggtcgcaaaccatccggcccggtacaaatcggcgcggcgctgggtgatgacctggtggagaagttgaaggccgcgcaggccgcccagcggcaacgcatcgaggcagaagcacgccccggtgaatcgtggcaagcggccgctgatcgaatccgcaaagaatcccggcaaccgccggcagccggtgcgccgtcgattaggaagccgcccaagggcgacgagcaaccagattttttcgttccgatgctctatgacgtgggcacccgcgatagtcgcagcatcatggacgtggccgttttccgtctgtcgaagcgtgaccgacgagctggcgaggtgatccgctacgagcttccagacgggcacgtagaggtttccgcagggccggccggcatggccagtgtgtgggattacgacctggtactgatggcggtttcccatctaaccgaatccatgaaccgataccgggaagggaagggagacaagcccggccgcgtgttccgtccacacgttgcggacgtactcaagttctgccggcgagccgatggcggaaagcagaaagacgacctggtagaaacctgcattcggttaaacaccacgcacgttgccatgcagcgtacgaagaaggccaagaacggccgcctggtgacggtatccgagggtgaagccttgattagccgctacaagatcgtaaagagcgaaaccgggcggccggagtacatcgagatcgagctagctgattggatgtaccgcgagatcacagaaggcaagaacccggacgtgctgacggttcaccccgattactttttgatcgatcccggcatcggccgttttctctaccgcctggcacgccgcgccgcaggcaaggcagaagccagatggttgttcaagacgatctacgaacgcagtggcagcgccggagagttcaagaagttctgtttcaccgtgcgcaagctgatcgggtcaaatgacctgccggagtacgatttgaaggaggaggcggggcaggctggcccgatcctagtcatgcgctaccgcaacctgatcgagggcgaagcatccgccggttcctaatgtacggagcagatgctagggcaaattgccctagcaggggaaaaaggtcgaaaaggtctctttcctgtggatagcacgtacattgggaacccaaagccgtacattgggaaccggaacccgtacattgggaacccaaagccgtacattgggaaccggtcacacatgtaagtgactgatataaaagagaaaaaaggcgatttttccgcctaaaactctttaaaacttattaaaactcttaaaacccgcctggcctgtgcataactgtctggccagcgcacagccgaagagctgcaaaaagcgcctacccttcggtcgctgcgctccctacgccccgccgcttcgcgtcggcctatcgcggccgctggccgctcaaaaatggctggcctacggccaggcaatctaccagggcgcggacaagccgcgccgtcgccactcgaccgccggcgcccacatcaaggcaccctgcctcgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgcgtcagcgggtgttggcgggtgtcggggcgcagccatgacccagtcacgtagcgatagcggagtgtatactggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccatatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaataccgcatcaggcgctcttccgcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgcatgatatatctcccaatttgtgtagggcttattatgcacgcttaaaaataataaaagcagacttgacctgatagtttggctgtgagcaattatgtgcttagtgcatctaatcgcttgagttaacgccggcgaagcggcgtcggcttgaacgaatttctagctagacattatttgccgactaccttggtgatctcgcctttcacgtagtggacaaattcttccaactgatctgcgcgcgaggccaagcgatcttcttcttgtccaagataagcctgtctagcttcaagtatgacgggctgatactgggccggcaggcgctccattgcccagtcggcagcgacatccttcggcgcgattttgccggttactgcgctgtaccaaatgcgggacaacgtaagcactacatttcgctcatcgccagcccagtcgggcggcgagttccatagcgttaaggtttcatttagcgcctcaaatagatcctgttcaggaaccggatcaaagagttcctccgccgctggacctaccaaggcaacgctatgttctcttgcttttgtcagcaagatagccagatcaatgtcgatcgtggctggctcgaagatacctgcaagaatgtcattgcgctgccattctccaaattgcagttcgcgcttagctggataacgccacggaatgatgtcgtcgtgcacaacaatggtgacttctacagcgcggagaatctcgctctctccaggggaagccgaagtttccaaaaggtcgttgatcaaagctcgccgcgttgtttcatcaagccttacggtcaccgtaaccagcaaatcaatatcactgtgtggcttcaggccgccatccactgcggagccgtacaaatgtacggccagcaacgtcggttcgagatggcgctcgatgacgccaactacctctgatagttgagtcgatacttcggcgatcaccgcttcccccatgatgtttaactttgttttagggcgactgccctgctgcgtaacatcgttgctgctccataacatcaaacatcgacccacggcgtaacgcgcttgctgcttggatgcccgaggcatagactgtaccccaaaaaaacatgtcataacaagaagccatgaaaaccgccactgcgccgttaccaccgctgcgttcggtcaaggttctggaccagttgcgtgacggcagttacgctacttgcattacagcttacgaaccgaacgaggcttatgtccactgggttcgtgcccgaattgatcacaggcagcaacgctctgtcatcgttacaatcaacatgctaccctccgcgagatcatccgtgtttcaaacccggcagcttagttgccgttcttccgaatagcatcggtaacatgagcaaagtctgccgccttacaacggctctcccgctgacgccgtcccggactgatgggctgcctgtatcgagtggtgattttgtgccgagctgccggtcggggagctgttggctggctggtggcaggatatattgtggtgtaaacaaattgacgcttagacaacttaataacacattgcggacgtttttaatgtactgaattaacgccgaattgaattatcagcttgcatgccggtcgatctagtaacatagatgacaccgcgcgcgataatttatcctagtttgcgcgctatattttgttttctatcgcgtattaaatgtataattgcgggactctaatcataaaaacccatctcataaataacgtcatgcattacatgttaattattacatgcttaacgtaattcaacagaaattatatgataatcatcgcaagaccggcaacaggattcaatcttaagaaactttattgccaaatgtttgaacgatctgcttgactctagctagagtccgaaccccagagtcccgctcagaagaactcgtcaagaaggcgatagaaggcgatgcgctgcgaatcgggagcggcgataccgtaaagcacgaggaagcggtcagcccattcgccgccaagctcttcagcaatatcacgggtagccaacgctatgtcctgatagcggtccgccacacccagccggccacagtcgatgaatccagaaaagcggccattttccaccatgatattcggcaagcaggcatcgccgtgggtcacgacgagatcctcgccgtcgggcatccgcgccttgagcctggcgaacagttcggctggcgcgagcccctgatgctcttcgtccagatcatcctgatcgacaagaccggcttccatccgagtacgtgctcgctcgatgcgatgtttcgcttggtggtcgaatgggcaggtagccggatcaagcgtatgcagccgccgcattgcatcagccatgatggatactttctcggcaggagcaaggtgagatgacaggagatcctgccccggcacttcgcccaatagcagccagtcccttcccgcttcagtgacaacgtcgagcacagctgcgcaaggaacgcccgtcgtggccagccacgatagccgcgctgcctcgtcttggagttcattcagggcaccggacaggtcggtcttgacaaaaagaaccgggcgcccctgcgctgacagccggaacacggcggcatcagagcagccgattgtctgttgtgcccagtcatagccgaatagcctctccacccaagcggccggagaacctgcgtgcaatccatcttgttcaatcatgcctcgatcgagttgagagtgaatatgagactctaattggataccgaggggaatttatggaacgtcagtggagcatttttgacaagaaatatttgctagctgatagtgaccttaggcgacttttgaacgcgcaataatggtttctgacgtatgtgcttagctcattaaactccagaaacccgcggctgagtggctccttcaacgttgcggttctgtcagttccaaacgtaaaacggcttgtcccgcgtcatcggcgggggtcataacgtgactcccttaattctcatgtatgataattcgagct

мұндағы, сарымен pCas13a реттілігі көрсетілген.
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