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Ðåòðîòðàíñïîçîí êëàññà LINE ÿâëÿåòñÿ êîìïîíåíòîì ïàòòåðíà

Ìû îïðåäåëèëè, ÷òî ìåòîä S-SAP (sequence specific amplification polymorphism) âûÿâëÿåò êëîíàëü-
íóþ èçìåí÷èâîñòü ïàðòåíîãåíåòè÷åñêèõ ëè÷èíîê ÷åðâÿ Himasthla elongata (Trematoda, Echinostomati-
dae), ðàíåå ñ÷èòàâøèõñÿ ãåíåòè÷åñêè îäíîðîäíûìè. Ïðîâåëè êëîíèðîâàíèå è ñåêâåíèðîâàíèå êîíñåðâà-
òèâíîãî ïðîäóêòà äëèíîé ~500 ï. í. Êëîíèðîâàííûé ôðàãìåíò îáîçíà÷èëè êàê Â1 ïî çîíå àãàðîçíîãî
ýëåêòðîôîðåçà, èç êîòîðîãî îí êëîíèðîâàí. Àíàëèç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè B1 ïîêàçàë, ÷òî ôðàãìåíò èìååò
ìàêñèìàëüíîå ñõîäñòâî ñ ýëåìåíòàìè êëàññà LINE CR1-ñåìåéñòâà âîðîáüÿ è ãèäðû. Ãèáðèäèçàöèÿ in si-
tu (FISH) âûÿâëÿåò äèñïåðãèðîâàííîå ðàñïðåäåëåíèå B1. Îñòàëüíûå ôðàãìåíòû, êëîíèðîâàííûå èç òîé
æå çîíû, ñîîòâåòñòâóþò, êàê è B1, êîíñåðâàòèâíîé îáëàñòè îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû (RT) ýëåìåíòîâ ñå-
ìåéñòâà CR1. Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçàíî: 1) öåðêàðèè òðåìàòîäû H. elongata îáëàäàþò êëîíàëüíîé èç-
ìåí÷èâîñòüþ; 2) ìåòîä S-SAP ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ïàòòåðí ðàñïðåäåëåíèÿ ôðàãìåíòîâ, õàðàêòåðèçóþ-
ùèé îòäåëüíûx öåðêàðèé; 3) êîíñåðâàòèâíûé ðàéîí RT âíîñèò ñâîé âêëàä â îáðàçîâàíèå ïàòòåðíà ïîëè-
ìîðôíûõ ôðàãìåíòîâ ïðè âûÿâëåíèè êëîíàëüíîé èçìåí÷èâîñòè ïàðòåíèò H. elongata ìåòîäîì S-SAP.
Â äàëüíåéøåé ðàáîòå ïðåäïîëàãàåòñÿ îïðåäåëèòü íàëè÷èå òðàíñêðèïòîâ CR1 â öåðêàðèÿõ H. elongata è
îïðåäåëèòü ñîñòàâ âàðèàáåëüíûõ ôðàãìåíòîâ ïàòòåðíà êëîíàëüíîé èçìåí÷èâîñòè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: LINE, CR1, S-SAP, êëîíàëüíàÿ èçìåí÷èâîñòü, ïëîñêèå ÷åðâè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ï. í. — ïàðà íóêëåîòèäîâ, AFLP — Amplified fragment length poly-
morphism, CR1 — chicken repeat 1, CTAB — öåòèëòðèìåòèëàììîíèé áðîìèñòûé, LINE — long intersper-
sed nuclear elements.

Çíà÷èòåëüíóþ ÷àñòü ãåíîìà âûñøèõ ýóêàðèîò ñîñòàâ-
ëÿþò ïîâòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ (Manueli-
dis, 1990; Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). Äèñïåð-
ãèðîâàííûå ïîâòîðû ïðåäñòàâëåíû â îñíîâíîì ìîáèëü-
íûìè ýëåìåíòàìè ãåíîìà — ÄÍÊ-òðàíñïîçîíàìè è
ðåòðîòðàíñïîçîíàìè (Capy et al., 1998; Lander et al., 2001).
Ðåòðîòðàíñïîçîíû ïåðåìåùàþòñÿ â ãåíîìå ñ ïîìîùüþ
ìåõàíèçìà «copy-and-paste» ïîñðåäñòâîì îáðàòíîé òðàíñ-
êðèïöèè ÷åðåç ÐÍÊ-èíòåðìåäèàò. Èçó÷åíèå ïîâòîðÿþ-
ùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âàæíî íå òîëüêî äëÿ ïîíèìà-
íèÿ îðãàíèçàöèè ãåíîìà, íî è ñóùåñòâåííî äëÿ èññëåäî-
âàíèÿ ïóòåé ýâîëþöèè æèâûõ îðãàíèçìîâ.

Àâòîíîìíûå è íåàâòîíîìíûå ïîâòîðû ðåòðîïîçîíî-
âîãî òèïà çàíèìàþò íå ìåíåå 40 % ýóõðîìàòèíà ãåíîìîâ
ìûøè, êðûñû è ÷åëîâåêà. Íàëè÷èå ðåòðîïîçîíîâ ñâÿçû-
âàþò ñ ïîëîâûì ðàçìíîæåíèåì, òàê êàê ó èìåþùèõ òîëü-
êî áåñïîëîå ðàçìíîæåíèå æèâîòíûõ îíè íå îáíàðóæåíû
(Arkhipova, Meselson, 2000).

Êàê ìîáèëüíûå ýëåìåíòû ðåòðîïîçîíû èìåþò ïîòåí-
öèàëüíóþ âîçìîæíîñòü ïåðåìåùàòüñÿ â ãåíîìå, èìåÿ äëÿ
ýòîãî ãåí, êîäèðóþùèé îáðàòíóþ òðàíñêðèïòàçó. Òàêèå
ïåðåìåùåíèÿ ïðèâîäÿò ê ãåíîìíûì ïåðåñòðîéêàì è ìî-
ãóò ìîäèôèöèðîâàòü ýêñïðåññèþ ãåíîâ. Ïåðåìåùàÿñü â
ãåíîìå, ìîáèëüíûå ýëåìåíòû ìîãóò ñòàíîâèòüñÿ ñåðüåç-
íûì ýâîëþöèîííûì ôàêòîðîì, ïðèâîäÿùèì ê ïîòåðå èëè

ê ïðèîáðåòåíèþ ôóíêöèè. Îäíàêî áîëüøèíñòâî êîïèé
ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ íåñóò ðàçëè÷íîãî ðîäà ìóòàöèè
(íóêëåîòèäíûå çàìåíû, äåëåöèè, äóïëèêàöèè), ïðèâîäÿ-
ùèå ê ïîòåðå ñïîñîáíîñòè ïåðåìåùàòüñÿ. Ê ñîæàëåíèþ,
ïðèðîäà è ôóíêöèè òðàíñïîçîíîâ èçó÷åíû ñîâåðøåííî
íåäîñòàòî÷íî, åñëè ó÷åñòü èõ êîëè÷åñòâî â ãåíîìå. Äëÿ
èçó÷åíèÿ ôóíêöèé ðåòðîïîçîíîâ íåîáõîäèì ïîäõîäÿùèé
îáúåêò.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíèå âûïîëíÿëè íà
ïðåäñòàâèòåëå êëàññà Trematoda — îäíîé èç íàèáîëåå
óñïåøíûõ è øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííûõ ãðóïï ïàðàçèòè-
÷åñêèõ ÷åðâåé. Îñîáûé èíòåðåñ ê òðåìàòîäàì îáóñëîâëåí
òåì, ÷òî ìíîãèå èõ âèäû ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé òÿæåëûõ çà-
áîëåâàíèé ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ. Òàê, âûçûâàåìûé ïðåä-
ñòàâèòåëÿìè ðîäà Schistosoma øèñòîñîìàòîç êëàññèôèöè-
ðóåòñÿ êàê îäíî èç íàèáîëåå ñåðüåçíûõ ïàðàçèòàðíûõ çà-
áîëåâàíèé, îò êîòîðîãî â ìèðå ñòðàäàåò áîëåå 200 ìëí
÷åëîâåê (Botros et al., 2004). Òðåìàòîäû èìåþò ñëîæíûé
æèçíåííûé öèêë, êîòîðûé ïðîòåêàåò ñî ñìåíîé æèâîò-
íûõ-õîçÿåâ è ÷åðåäîâàíèåì ïàðòåíîãåíåòè÷åñêèõ è ãåð-
ìàôðîäèòíîãî ïîêîëåíèé. Äîëãîå âðåìÿ ñ÷èòàëîñü, ÷òî
îñîáè ïàðòåíîãåíåòè÷åñêîãî ïîêîëåíèÿ — ðåäèè èëè äî-
÷åðíèå ñïîðîöèñòû, ïðîèñõîäÿùèå îò îäíîé ìàòåðèíñêîé
îñîáè è îáèòàþùèå â ïåðâîì ïðîìåæóòî÷íîì õîçÿèíå
(ìîëëþñêå), ðàâíî êàê è ïðîèçâîäèìûå èìè ðàññåëèòåëü-
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íûå ëè÷èíêè — öåðêàðèè, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ãåíåòè÷å-
ñêè èäåíòè÷íûå êëîíû. Îäíàêî â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâè-
ëèñü äàííûå (Grevelding, 1999; Õàëòóðèí è äð., 2000; Ñå-
ìåíîâà è äð., 2005), ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìàðêåðîâ ÄÍÊ, êîòîðûå óêàçûâàþò íà ñóùåñòâîâàíèå èí-
äèâèäóàëüíîé èçìåí÷èâîñòè êëîíîâ äî÷åðíèõ ñïîðîöèñò
è èõ ïðîèçâîäíûõ — öåðêàðèé. Ýòî óâåëè÷èâàåò ãåíå-
òè÷åñêóþ âàðèàáåëüíîñòü ïàðàçèòîâ è, ñîîòâåòñòâåííî,
øàíñ íà óñïåøíóþ èíâàçèþ õîçÿèíà. Ñ äðóãîé ñòîðîíû,
âûñîêàÿ ãåíåòè÷åñêàÿ âàðèàáåëüíîñòü çàòðóäíÿåò ðàçðà-
áîòêó ìåäèêàìåíòîçíûõ ïðåïàðàòîâ ïðîòèâ ïàòîãåííûõ
âèäîâ òðåìàòîä, íî äåëàåò èçó÷åíèå ìåõàíèçìà èõ ãåíåòè-
÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè âåñüìà àêòóàëüíûì.

Íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ ñàòåëëèòíîãî ïîâòîðà â ãåíî-
ìàõ ïàðòåíîãåíåòè÷åñêèõ ïîêîëåíèé Schistosoma mansoni
âûÿâèëè íåîäíîðîäíîñòü åãî ðàñïðåäåëåíèÿ â äî÷åðíèõ
îñîáÿõ ïàðòåíèò. Ïðè ýòîì èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû íà
îñíîâå ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ — ýëåìåíòà W1 (Grevelding,
1999). Êëîíàëüíàÿ èçìåí÷èâîñòü ìåòàöåðêàðèé ðîäà Mic-
rophallus (Õàëòóðèí è äð., 2000) è öåðêàðèé øèñòîcîìà-
òèä ðîäà Trichobilharzia (Ñåìåíîâà è äð., 2005) ïîêàçàíà ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà RAPD (random amplified polymorphic
DNA), øèðîêî ïðèìåíÿåìîãî ïðè èçó÷åíèè âíóòðèâèäî-
âîé èçìåí÷èâîñòè. Â îñíîâå ìåòîäà ëåæàò ïîëèìåðàçíàÿ
öåïíàÿ ðåàêöèÿ (ÏÖÐ) è èñïîëüçîâàíèå óíèâåðñàëüíûõ
êîðîòêèõ ïðàéìåðîâ, êîòîðûå ñëó÷àéíî îòæèãàþòñÿ íà
ÄÍÊ è îáåñïå÷èâàþò àìïëèôèêàöèþ íàáîðà ôðàãìåíòîâ
ðàçíîé äëèíû.

Ïîëèìîðôèçì ñèêâåíñ-ñïåöèôè÷íûõ àìïëèôèöèðî-
âàííûõ ôðàãìåíòîâ, èëè S-SAP (sequence specific amplifi-
cation polymorphism), — ýòî ìåòîä, áàçèðóþùèéñÿ íà
ÏÖÐ, êîòîðûé èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ïîèñêà ãåíåòè÷åñêîãî
ïîëèìîðôèçìà ýóêàðèîò, ñâÿçàííîãî, êàê ïîëàãàþò, ñ ñàé-
òàìè èíñåðöèé òðàíñïîçîíîâ (Waugh et al., 1997). Ôàêòè-
÷åñêè îí ÿâëÿåòñÿ ìîäèôèêàöèåé ìåòîäà AFLP (amplified
fragment length polymorphism), èñïîëüçóåìîãî äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ «îòïå÷àòêîâ ïàëüöåâ» ÄÍÊ, ò. å. ïîëèìîðôèçìà àì-
ïëèôèöèðîâàííûõ ðåñòðèêöèîííûõ ôðàãìåíòîâ (Vos
et al., 1995). Ãëàâíîå îòëè÷èå S-SAP çàêëþ÷àåòñÿ â âû-
áîðå ôåðìåíòà ðåñòðèêöèè, êîòîðûé äîëæåí èìåòü ñàéò
óçíàâàíèÿ â êîíñåðâàòèâíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîáèëü-
íîãî ýëåìåíòà. Ìåòîä îòíîñèòåëüíî ïðîñò è ïîçâîëÿåò ãå-
íåðèðîâàòü áîëüøîå êîëè÷åñòâî ôëàíêèðîâàííûõ òðàíñ-
ïîçîíàìè ïîëèìîðôíûõ ìàðêåðîâ (Behura, 2006). S-SAP

ïîçâîëèë îáíàðóæèâàòü âíóòðè- è ìåæïîïóëÿöèîííûé
ïîëèìîðôèçì ó íàñåêîìûõ (Behura et al., 2001).

Èíôîðìàöèè îá èñïîëüçîâàíèè ýòîãî ìåòîäà äëÿ ïî-
èñêà ïîëèìîðôèçìà íà óðîâíå êëîíàëüíûõ ïîïóëÿöèé
òðåìàòîä íå íàéäåíî. Ãåíîì Himasthla elongata (Mehlis,
1831) (Trematoda; Echinostomatidae) íåèçâåñòåí. Èç ïî-
âòîðÿþùèõñÿ ýëåìåíòîâ êëîíèðîâàíà òîëüêî ÷àñòü
ÄÍÊ-òðàíñïîçîíà mariner — Hemar1 (Ãàëàêòèîíîâ è äð.,
2009). Ïîýòîìó â êà÷åñòâå áàçîâîé ðåñòðèêòàçû äëÿ
S-SAP âûáðàëè HindIII, êîòîðàÿ èìååò îäèí ñàéò óçíàâà-
íèÿ âíóòðè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òðàíñïîçîíà Hemar1,
ïðåäïîëîæèâ, ÷òî ñàéòû ðàñùåïëåíèÿ åñòü è â äðóãèõ ìî-
áèëüíûõ ýëåìåíòàõ.

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â òîì, ÷òîáû îïðå-
äåëèòü, êàêèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÿâëÿþòñÿ èñòî÷íèêîì
êëîíàëüíîé èçìåí÷èâîñòè ïðè åå âûÿâëåíèè ìåòîäîì
S-SAP. Ìû êëîíèðîâàëè îäíó èç êîíñåðâàòèâíûõ çîí,
ïðîàíàëèçèðîâàëèè åå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è îïðåäåëèëè
ïîëîæåíèå â ãåíîìå. Îêàçàëîñü, ÷òî êëîíèðîâàííûé
ôðàãìåíò ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ÷àñòü äîìåíà îáðàòíîé
òðàíñêðèïòàçû LINE-ïîäîáíîãî ðåòðîïîçîíà CR1.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ñ á î ð æ è â î ò í û õ è â û ä å ë å í è å Ä Í Ê. Ñáîð è
ïåðâè÷íóþ îáðàáîòêó ìàòåðèàëà ïðîâîäèëè íà Áåëîìîð-
ñêîé áèîëîãè÷åñêîé ñòàíöèè Çîîëîãè÷åñêîãî èíñòèòóòà
ÐÀÍ «Êàðòåø» â èþëå è àâãóñòå 2011 ã. Èñòî÷íèêîì ÄÍÊ
ïàðàçèòîâ ñëóæèëè öåðêàðèè Himasthla elongata (Mehlis,
1831) (Trematoda; Echinostomatidae). Äëÿ èõ ïîëó÷åíèÿ
ñîáðàííûõ íà ëèòîðàëè ìîëëþñêîâ L. Littorea (Gastropo-
da, Prosobranchia) ðàññàæèâàëè ïîîäèíî÷êå â íåáîëüøèå
åìêîñòè (50 ìë) ñ ìîðñêîé âîäîé è âûäåðæèâàëè 1—2 ÷
ïðè äíåâíîì îñâåùåíèè. Ïîä áèíîêóëÿðíîé ëóïîé
ÌÁÑ-10 âûÿâëÿëè îñîáåé, íàñåëåííûõ èñêîìûì âèäîì
ïàðàçèòîâ. ÄÍÊ H. elongata âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ äåòåð-
ãåíòà CTAB (Winnepenninckx et al., 1993) èç îòäåëüíûõ
öåðêàðèé, ïîëó÷åííûõ íåïîñðåäñòâåííî èç ðåäèé ïóòåì
ïðåïàðèðîâàíèÿ. Îáðàçöû äëÿ S-SAP ïðîíóìåðîâàíû ñî-
ãëàñíî ñõåìå íà ðèñ. 1.

Ï î ð ÿ ä î ê ï ð î â å ä å í è ÿ S - S A P ïîêàçàí íà ðèñ. 2.
Çà îñíîâó âçÿòî îïóáëèêîâàííîå îïèñàíèå ìåòîäà (Vos
et al., 1995; Drew, Brindley, 1997; Waugh et al., 1997). Ãå-
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Ðèñ. 1. Ïðàâèëà íóìåðàöèè öåðêàðèé (íà ïðèìåðå êëîíàëüíûõ ïîïóëÿöèé À è Â).



íîìíóþ ÄÍÊ öåðêàðèé îáðàáàòûâàëè ðåñòðèêòàçîé Hin-
dIII (ÑèáÝíçèì, Ðîññèÿ) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ â áóôåðå
W (10 ìÌ Tris-HCl, 10 ìÌ MgCl2, 100 ìÌ NaCl è 1 ìÌ
DTT) â îáúåìå 20 ìêë. Êîíòðîëåì ñëóæèëà ÄÍÊ, êîòî-
ðóþ èíêóáèðîâàëè â òåõ æå óñëîâèÿõ, ÷òî è îïûòíóþ, íî
áåç äîáàâëåíèÿ ðåñòðèêòàçû. Ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè ëèãè-
ðîâàëè ïðåäâàðèòåëüíî îòîææåííûå äðóã íà äðóãà îëèãî-
íóêëåîòèäíûå àäàïòåðû (5R-AGCTCTCAGGACTCAT-3R è
5R-CTGCTATCAGGACTC-3R) â êîëè÷åñòâå 5 ïìîëü/ìêë ñ
ïîìîùüþ Ò4 ÄÍÊ-ëèãàçû (10 åä. íà ðåàêöèþ; ÑèáÝíçèì)
â ðàáî÷åì áóôåðå (50 ìM Tris-HCl, 10 ìM MgCl2, 10 ìÌ
DTT è 1 ìÌ ATP) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Àäàïòåðû
íåîáõîäèìû äëÿ ïîâûøåíèÿ ñïåöèôè÷íîñòè îòæèãà
ïðàéìåðîâ. Ïîñëå èíêóáàöèè ëèãàçíóþ ñìåñü îñàæäàëè
96%-íûì ýòàíîëîì, îñàäîê ðàñòâîðÿëè â 5 ìêë äåèîíèçî-
âàííîé âîäû äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ÏÖÐ.

Â 20 ìêë ðåàêöèîííîé ñìåñè äëÿ ïðåàìïëèôèêàöèè
êàæäîé ïðîáû ñîäåðæàëîñü: 1 ìêë ïðîäóêòîâ ëèãèðîâà-
íèÿ, 10 ïìîëü/ìêë ïðàéìåðà HindIII+c (5R-GAGTCCTGA-
GAGCTTÑ-3R), 2 ìêë áóôåðà äëÿ Taq-ïîëèìåðàçû, 2 ìÌ
MgCl2, 1.6 ìêë ñìåñè dNTP (2.5 ìÌ êàæäîãî íóêëåîòèäà)
è 1 åä. Taq-ïîëèìåðàçû (ÑèáÝíçèì). Ïðåàìïëèôèêàöèþ
ïðîâîäèëè â òåðìîöèêëåðå Mastercycler personal 5332 ep-
pendorf â òå÷åíèå 25 öèêëîâ ïî ñëåäóþùåé ïðîãðàììå:
äåíàòóðàöèÿ 45 ñ ïðè 95 °Ñ, îòæèã 45 ñ ïðè 53 °Ñ, ñèíòåç
1 ìèí ïðè 72 °Ñ. Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ
ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè ðåàêöèîííóþ ñìåñü áåç äîáàâëåíèÿ
ìàòðèöû.

Ñåëåêòèâíóþ àìïëèôèêàöèþ ïðîâîäèëè ïî ïðîãðàì-
ìå «touch-down PCR»: 11 öèêëîâ — äåíàòóðàöèÿ 45 ñ ïðè
95 °Ñ, îòæèã 45 ñ ïðè 62 °Ñ ñ ïîíèæåíèåì òåìïåðàòóðû
äî 53 °Ñ, ñèíòåç 1 ìèí ïðè 72 °Ñ è 15 öèêëîâ — äåíàòóðà-
öèÿ 45 ñ ïðè 95 °Ñ, îòæèã 45 ñ ïðè 53 °Ñ, ñèíòåç 1 ìèí
ïðè 72 °Ñ. Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü äëÿ êàæäîé ïðîáû ñîäåð-
æàëà: 1 ìêë ðàçâåäåííûõ â 50 ðàç äåèîíèçîâàííîé âî-
äîé ïðîäóêòîâ ïðåàìïëèôèêàöèè, 10 ïÌîëü ìå÷åííîãî ñ
5R-êîíöà g33Ð (ÎÀÎ «ÈÐÌ») ïî ïðîòîêîëó «Ñèëåêñ-Ì»
ïðàéìåðà HindIII+cag (5R-GAGTCCTGAGAGCT-
TÑAG-3R), 2 ìêë áóôåðà äëÿ Taq-ïîëèìåðàçû, 2 ìÌ
MgCl2, 1.6 ìêë ñìåñè dNTP (2.5 ìÌ êàæäîãî íóêëåîòèäà)
è 1 åä. Taq-ïîëèìåðàçû (ÑèáÝíçèì).

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç â ñ å ê â å í è ð ó þ ù å ì à ê ð è ë à -
ì è ä í î ì ã å ë å è â à ã à ð î ç í î ì ã å ë å. Äëÿ ðàçäåëåíèÿ
ïðîäóêòîâ ÏÖÐ S-SAP èñïîëüçîâàëè 5%-íûé äåíàòóðè-
ðóþùèé ñåêâåíèðóþùèé ãåëü. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè
â òå÷åíèå 3 ÷ ñ íàïðÿæåíèåì 10 Â/ñì, ïî çàâåðøåíèè
ýëåêòðîôîðåçà ãåëü âûñóøèâàëè è ýêñïîíèðîâàëè 7 ñóò
ïðè –80 °C (Sambrook et al., 1989). Àãàðîçíûé ýëåêòðîôî-
ðåç äëÿ êëîíèðîâàíèÿ è ïðîâåðêè ðåñòðèêöèè ïðîâîäèëè
â 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå â 1-êðàòíîì áóôåðå ÒÀÅ, pH 7.6
(Sambrook et al., 1989).

Ê ë î í è ð î â à í è å ê î í ñ å ð â à ò è â í û õ ô ð à ã ì å í -
ò î â. Ôðàãìåíòû B1, À1 è À1R ïðîäóêòîâ ïåðâîãî øàãà
S-SAP âûðåçàëè èç ãåëÿ ïîñëå ðàçäåëåíèÿ ìåòîäîì àãà-
ðîçíîãî ýëåêòðîôîðåçà, ðåàìïëèôèöèðîâàëè ñ ïðàéìåðîì
Hind+c (ðèñ. 2, øàã 1) è êëîíèðîâàëè â âåêòîð pTZ57r/t

494 À. È. Ñîëîâüåâà è äð.

Ðèñ. 2. Ñõåìà ïðèìåíåíèÿ ìåòîäà S-SAP.



(Termîfisher scientific) ïî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó (Sam-
brook et al., 1989). Ôðàãìåíò Ñ âûðåçàëè èç ñóõîãî ãåëÿ
ïîñëå ïîëíîãî S-SAP ïî ýêñïîíèðîâàííîé ïëåíêå
(ðèñ. 3), ðåàìïëèôèöèðîâàëè â ñîîòâåòñòâóþùèõ óñëîâè-
ÿõ ïðàéìåðîì HindIII+cag â òå÷åíèå 25 öèêëîâ ïðè òåìïå-
ðàòóðå îòæèãà 53 °C è òàêæå êëîíèðîâàëè â âåêòîð
pTZ57r/t (Termîfisher scientific) ïî ñòàíäàðòíîìó ïðîòî-
êîëó. Âñòàâêè ïëàçìèä, ïîëó÷èâøèõñÿ ïðè êëîíèðîâà-
íèè, àìïëèôèöèðîâàëè è îòïðàâëÿëè íà ñåêâåíèðîâàíèå â
ôèðìó Ñèíòîë (Ìîñêâà).

Ð å ñ ò ð è ê ö è î í í û é à í à ë è ç. Ðåàìïëèôèöèðîâàí-
íûå ôðàãìåíòû Ñ è Â1 îáðàáàòûâàëè ðåñòðèêòàçîé MspI
(ÑèáÝíçèì) â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 37 °Ñ â áóôåðå Â (10 ìÌ
Tris-HCl, 10 ìÌ MgCl2 è 1 ìÌ DTT) â îáúåìå 20 ìêë.
Êîíòðîëåì ñëóæèë ÏÖÐ-ïðîäóêò, êîòîðûé èíêóáèðîâàëè
â òåõ æå óñëîâèÿõ, ÷òî è îïûòíûå ôðàãìåíòû, íî áåç äî-
áàâëåíèÿ ðåñòðèêòàçû.

Ï î ë ó ÷ å í è å ì å ò à ô à ç í û õ õ ð î ì î ñ î ì H i m a s -
t h l a e l o n g a t a. Óñëîâèÿ äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìåòàôàçíûõ
õðîìîñîì, ïðèãîäíûõ äëÿ FISH, ïîäáèðàëè ñ ó÷åòîì ñó-
ùåñòâóþùèõ â ëèòåðàòóðå äàííûõ (Richard, Voltz, 1987;
Birstein, Mikhailova, 1989; Mutafova et al., 1991; Mutafova,
1994; Hirai, Hirai, 2004). Èñòî÷íèêîì ìåòàôàçíûõ õðî-
ìîñîì ñëóæèëè ðåäèè H. elongata, âûäåëåííûå èç çà-
ðàæåííûõ ìîëëþñêîâ L. littorea. Èçîëèðîâàííûõ èç óëè-
òîê ïàðòåíèò îòìûâàëè îò òêàíåé õîçÿèíà â 3 ñìåíàõ
ìîðñêîé âîäû, ôèëüòðîâàííîé ÷åðåç ôèëüòð Millipore
0.22 ìì. Îòìûòûõ ðåäèé ïåðåíîñèëè â ÷àøêè Ïåòðè ñ
ïèòàòåëüíîé ñðåäîé Leibovitz L-15 (Sigma, ÑØÀ), ñîäåð-
æàùåé 0.01 ìã/ìë ãåíòàìèöèíà è 0.1 % êîëõèöèíà (Ïàí-
Ýêî, Ðîññèÿ), è èíêóáèðîâàëè 4 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. Çàòåì îáðàáàòûâàëè ãèïîòîíè÷åñêèì ðàñòâîðîì
5 ìÌ KCl â òå÷åíèå 40 ìèí, ïîñëå ÷åãî ôèêñèðîâàëè æè-
âîòíûõ ìîäèôèöèðîâàííûì ðàñòâîðîì Êàðíóà (ñìåñüþ
ìåòàíîëà ñ ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòîé â ñîîòíîøåíèè
3 : 1). Ïîñëå ôèêñàöèè ðåäèé èçìåëü÷àëè ïóòåì ìíî-
ãîêðàòíîãî ïðîïóñêàíèÿ ÷åðåç øïðèö ñ èãëîé 22G, à ïî-
ëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêó è
îñòàâëÿëè íà 3—5 ìèí äëÿ îñàæäåíèÿ êðóïíûõ ôðàã-
ìåíòîâ. Âåðõíþþ ôàçó îòáèðàëè è òðèæäû öåíòðèôóãè-
ðîâàëè ïðè 2.5 òûñ. îá/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèí, çàìåíÿÿ
ôèêñàòîð ïîñëå êàæäîãî îñàæäåíèÿ. Äëÿ äîñòèæåíèÿ ëó÷-
øåãî êà÷åñòâà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê ïðåäìåòíûå ñòåêëà
ïåðåä ïðèãîòîâëåíèåì ïðåïàðàòîâ ïîìåùàëè âî âëàæíóþ
êàìåðó.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ã è á ð è ä è ç à ö è ÿ i n s i t u
( F I S H). Äëÿ ãèáðèäèçàöèè in situ âñòàâêó ðB1 ìåòèëè
ôëóîðåñöåíòûì Cy3-dUTP ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ â ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ óñëîâèÿõ. Ãèáðèäèçàöèþ ïðîâîäèëè ïî ñòàí-
äàðòíîìó ïðîòîêîëó Rouche (nonradioactive in situ hybri-
dization application manual), ÿäðà è õðîìîñîìû êîíòðàñ-
òèðîâàëè êðàñèòåëåì DAPI è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ýïèôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà DMI3000B Leica Mic-
rosystems GmbH â Öåíòðå êîëëåêòèâíîãî ïîëüçî-
âàíèÿ «Õðîìàñ». Äëÿ êîìïüþòåðíîé îáðàáîòêè èçîá-
ðàæåíèé èñïîëüçîâàëè ïàêåò ïðîãðàìì Adobe Photo-
shop òì 4.0.

Ê î ì ï ü þ ò å ð í û é à í à ë è ç. Ïîèñê ðåñòðèêòàçû äëÿ
ìîäåëèðîâàíèÿ ðåñòðèêöèè ôðàãìåíòîâ âñòàâêè pB1 è Ñ
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ îíëàéí-ðåñóðñà Nebcutter v 2.0
(http:/tools.neb.com/NEBcutter2/; Vincze et al., 2003). Àíà-
ëèç ïàðàìåòðîâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé àäàïòåðîâ è ïðàé-
ìåðîâ îñóùåñòâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû
FastPCR 6.1 (Kalendar et al., 2009). Äëÿ ñðàâíåíèÿ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììû BLAST (Altschul

et al., 1990) è CENSOR (Kohany et al., 2006). Òðàíñëÿöèþ
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Â1 ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû BioEdit (Hall, 1999).

Ðåçóëüòàòû

Ïðîòåêàþùàÿ âíóòðè ìîëëþñêà ôàçà æèçíåííîãî
öèêëà H. elongata íà÷èíàåòñÿ ñ ïîðàæåíèÿ óëèòêè ìèðà-
öèäèåì. Ìèðàöèäèé ïðåâðàùàåòñÿ â ìàòåðèíñêóþ ñïîðî-
öèñòó, êîòîðàÿ äàåò íà÷àëî ïîñëåäóþùèì ïîêîëåíèÿì ðå-
äèé (èëè äî÷åðíèõ ñïîðîöèñò), ïðîäóöèðóþùèì ðàññåëè-
òåëüíûõ ëè÷èíîê — öåðêàðèé. Ñòîèò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî
ìàòåðèíñêàÿ ñïîðîöèñòà, ðåäèè (èëè äî÷åðíèå ñïîðî-
öèñòû) è öåðêàðèè âñåõ ïîêîëåíèé ÿâëÿþòñÿ ïðîäóêòàìè
äèïëîèäíîãî ïàðòåíîãåíåçà (Galaktionov, Dobrovolskij,
2003). Òàêèì îáðàçîì, âñå ðåäèè è öåðêàðèè âíóòðè ìîë-
ëþñêà-õîçÿèíà, èíôèöèðîâàííîãî îäíèì ìèðàöèäèåì,
ïî-âèäèìîìó, äîëæíû èìåòü îäèíàêîâûé ãåíîòèï.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ãåíîòèïèðîâàíèÿ
ðåäèè è 15 öåðêàðèé èç êëîíàëüíûõ ïîïóëÿöèé A—C.
Âèäíî, ÷òî ïðèñóòñòâóþò êàê êîíñåðâàòèâíûå, òàê è ïî-
ëèìîðôíûå ôðàãìåíòû. Îáëàñòè ìàêñèìàëüíîãî ïîëè-
ìîðôèçìà ïîêàçàíû íà ðèñ. 3 (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè
ñïðàâà). Òàêèì îáðàçîì, S-SAP âûÿâëÿåò êëîíàëüíóþ èç-
ìåí÷èâîñòü â ïàðòåíîãåíåòè÷åñêîé ñòàäèè H. elongata.
Äëÿ êëîíèðîâàíèÿ âûáðàëè êîíñåðâàòèâíûé ó÷àñòîê ðàç-
ìåðîì îêîëî 500 ï. í., íàçâàííûé Ñ (ñòðåëêà íà ðèñ. 3,
öåðêàðèÿ 2/1 â ïîïóëÿöèè Ñ). Âûáðàííûé ôðàãìåíò âûðå-
çàí èç âûñóøåííîãî àêðèëàìèäíîãî ãåëÿ è ðåàìïëèôèöè-
ðîâàí.

Ðåàìïëèôèêàöèÿ ôðàãìåíòà èç âûñóøåííîãî ãåëÿ ÿâ-
ëÿåòñÿ ðèñêîâàííîé ïðîöåäóðîé, ñ ïîìîùüþ êîòîðîé íå
âñåãäà óäàåòñÿ ïîëó÷èòü äîñòàòî÷íîå äëÿ êëîíèðîâàíèÿ
êîëè÷åñòâî ìàòåðèàëà. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, èçâåñòíî, ÷òî
äàæå S-SAP, âûïîëíåííûé â îäèí øàã (ðèñ. 2), äàåò âîç-
ìîæíîñòü âûÿâèòü íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûå çîíû (Ga-
laktionov et al., 2013). Ïîýòîìó äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ïðîâåëè
S-SAP ñ âûÿâëåíèåì çîí ñ ïîìîùüþ àãàðîçíîãî ýëåêòðî-
ôîðåçà (ðèñ. 4).

Âèäíî, ÷òî îáùàÿ êàðòèíà çîí (ïàòòåðí) íà äîðîæêàõ
A è B ñõîäíà, íî îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîé íà äîðîæêå C. Â
ýòîì ñëó÷àå öåðêàðèè âûäåëåíû èç ðàçíûõ ìîëëþñêîâ è
íå ÿâëÿþòñÿ êëîíàìè. Êîíñåðâàòèâíàÿ çîíà äëèíîé
~500 ï. í. âèäíà âî âñåõ ñëó÷àÿõ. Îíà âûðåçàíà èç ãåëÿ è
ïðîøëà ñòàíäàðòíóþ ïðîöåäóðó êëîíèðîâàíèÿ ñ àíàëè-
çîì âñòàâîê ÏÖÐ (Sambrook et al., 1989). Ïëàçìèäó ñ ïåð-
âûì ñåêâåíèðîâàííûì ôðàãìåíòîì èç íàáîðà ïëàçìèä,
ïîëó÷åííûõ ïðè êëîíèðîâàíèè çîíû B, îáîçíà÷èëè ðB1.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âñòàâêè B1 ïðèâåäåíà íà ðèñ. 5.

Ñåêâåíèðîâàííûé ôðàãìåíò B1 äëèíîé 542 ï. í. ñî-
äåðæèò îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíèÿ (open readind frame,
ORF) äëèíîé 109 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ñî ìíî-
æåñòâåííûìè ñòîï-êîäîíàìè. Àíàëèç ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè ôðàãìåíòà ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì BLAST è CENSOR
ïîêàçàë, ÷òî ïîëó÷åííûé ó÷àñòîê ñîîòâåòñòâóåò ôðàãìåí-
òó îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû òðàíñïîçîíà ñåìåéñòâà CR1
èç êëàññà non-LTR ðåòðîýëåìåíòîâ (LINE-like: L-l) è èìå-
åò ìàêñèìàëüíîå ñõîäñòâî ñ îáðàòíîé òðàíñêèïòàçîé ýëå-
ìåíòà CR1-X1_Pass (Smit, 2009) è CR1-22_HM (Bao, Jur-
ka, 2008), ïðèíàäëåæàùèõ ê ñåìåéòñâó CR1 èç êëàññà
non-LTR ðåòðîýëåìåíòîâ. Ïåðâûé ïðåäñòàâèòåëü ñåìåé-
ñòâà CR1 (chicken repeat1) áûë îáíàðóæåí â ãåíîìå êóðè-
öû (Silva et al., 1989). Êîíñåíñóñíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ýëåìåíòà èìååò äëèíó îêîëî 4500 ï. í. è ñîäåðæèò äâå îò-
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êðûòûå ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ, êîäèðóþùèå îáðàòíóþ òðàíñ-
êðèïòàçó è ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé áåëîê (Haas et al., 1997).

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôðàãìåíòà äàåò âîçìîæíîñòü
ïðîâåñòè òåîðåòè÷åñêîå ïðåäñêàçàíèå ðåñòðèêöèè. Ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû Nebcutter v2.0 ïîäîáðàëè ðåñòðèêòàçó
(MspI), ïîäõîäÿùóþ äëÿ àíàëèçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé B1
(ðèñ. 6, I). MspI èìååò îäèí ñàéò óçíàâàíèÿ â ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè êëîíèðîâàííîãî ýëåìåíòà è ðàñùåïëÿåò åãî íà
2 õîðîøî ðàçäåëèìûõ â àãàðîçíîì ãåëå ôðàãìåíòà ðàçìå-
ðàìè 189 è 353 ï. í. Ðåàìïëèôèöèðîâàííûé ôðàãìåíò Ñ è

âñòàâêó ïëàçìèäû ðB1 îáðàáàòûâàëè MspI (ðèñ. 6, II).
Âèäíî, ÷òî êàðòèíà ðåñòðèêöèè ôðàãìåíòà B1 ïîëíîñòüþ
ñîâïàäàåò ñ ïðåäñêàçàííîé, à ôðàãìåíòà Ñ — ÷àñòè÷íî.
Ñëåäîâàòåëüíî, çîíû Ñ è Â ñîäåðæàò îäèíàêîâûå ôðàã-
ìåíòû, íî â çîíå Ñ ïðèñóòñòâóþò è äðóãèå, îòëè÷íûå îò
B1, ôðàãìåíòû.

Ðàñïðåäåëåíèå â ãåíîìå H. elongata ïðîâåðèëè ôëóî-
ðåñöåíòíîé in situ ãèáðèäèçàöèåé (FISH; ðèñ. 7). Ðàçìåðû
ÿäåð è õðîìîñîì òðåìàòîäû ñîîòâåòñòâóþò òàêîâûì äëÿ
âûñøèõ ýóêàðèîò (Kuznetsova et al., 2006).

Ñèãíàë B1 ðàñïðåäåëåí ïî ÿäðó äèñïåðñíî (ðèñ. 7, à),
÷òî õàðàêòåðíî äëÿ ïðåäñòàâèòåëåé êëàññà non-LTR ýëå-
ìåíòîâ è ñîîòâåòñòâóåò äàííûì ëèòåðàòóðû (Staginnus
et al., 2010). Íà õðîìîñîìàõ ñèãíàë òàêæå ðàñïðåäåëåí
äèñïåðñíî, ñ êîíöåíòðèðîâàíèåì â íåêîòîðûõ ðàéîíàõ,
íî áåç ôîðìèðîâàíèÿ áîëüøèõ êëàñòåðîâ (ðèñ. 7, á). Íà
õðîìîñîìàõ ìûøè è ÷åëîâåêà LINE ðàñïîëàãàþòñÿ â
îáåäíåííûõ ãåíàìè ðàéîíàõ èíòåðêàëèðóþùåãî ãåòåðî-
õðîìàòèíà (Solovei et al., 2009). Âîçìîæíî, ôðàãìåíò B1
òàêæå òÿãîòååò ê òàêèì ðàéîíàì. Îäíàêî äëÿ ïðîâåðêè
ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ íóæíà äèôôåðåíöèðîâàííàÿ îêðàñ-
êà õðîìîñîì, âûÿâëÿþùàÿ õðîìîñîìíûå áýíäû. Òî÷íûå
ðåçóëüòàòû êàðèîòèïèðîâàíèÿ äàäóò âîçìîæíîñòü òî÷íåå
ëîêàëèçîâàòü B1 ïî îòíîøåíèþ ê õðîìîñîìíûì áýíäàì.

Îáñóæäåíèå

Îïèñàíî ìíîãî ïðèåìîâ èçó÷åíèÿ ãåíåòè÷åñêîãî ðàç-
íîîáðàçèÿ, è íåêîòîðûå èç íèõ îñíîâàíû íà èñïîëüçîâà-
íèè ìîáèëüíûõ ýëåìåíòîâ ÄÍÊ. Îäíèì èç òàêèõ ìåòîäîâ
ñëóæèò S-SAP, êîòîðûé èñïîëüçóþò äëÿ ïîèñêà ãåíåòè÷å-
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Ðèñ. 3. Àâòîðàäèîãðàììà ðåçóëüòàòîâ S-SAP, ïðîâåäåííîãî ñ ðåäèåé (1) è öåðêàðèÿìè (1/1, 2/1 è ò. ä.) èç êëîíàëüíûõ ïîïóëÿöèé
À—Ñ.

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè ñïðàâà — îáëàñòè íàèáîëåå âàðèàáåëüíûõ ôðàãìåíòîâ; ãîëîâêîé ñòðåëêè îáîçíà÷åí âûáðàííûé äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ôðàãìåíò
Ñ (ïîïóëÿöèÿ Ñ, öåðêàðèÿ 2/1). Ì — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû, Ê — êîíòðîëü ÏÖÐ.

Ðèñ. 4. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ðåçóëüòàòîâ S-SAP, ïðîâåäåííîãî
ñ ãåíîìíîé ÄÍÊ öåðêàðèé èç êëîíàëüíûõ ïîïóëÿöèé À—Ñ.

Ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû âûáðàííûå äëÿ êëîíèðîâàíèÿ çîíû; ÷åðíàÿ —
ôðàãìåíò Â1 (ïîïóëÿöèÿ Â, öåðêàðèÿ 2/1), áåëàÿ — ôðàãìåíò À1 (ïîïó-
ëÿöèÿ À, öåðêàðèÿ 1/1), äâîéíàÿ áåëàÿ — ôðàãìåíò À1’ (ïîïóëÿöèÿ À,

öåðêàðèÿ 1/1).
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Ðèñ. 5. Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (âåðõíÿÿ ñòðîêà) è ïîñòðîåííàÿ ïî íåé àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (íèæíÿÿ
ñòðîêà) âñòàâêè ïëàçìèäû pÂ1.

Ñåðûì öâåòîì âûäåëåí ó÷àñòîê îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû, æèðíûì øðèôòîì ñ ïîä÷åðêèâàíèåì âûäåëåíû ñòîï-êîäîíû, äâîéíûì ïîä÷åðêèâàíèåì —
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àäàïòåðîâ.

Ðèñ. 6. Ðåñòðèêöèÿ ôðàãìåíòîâ Ñ è Â1 ðåñòðèêòàçîé MspI.

I — ìîäåëèðîâàíèå ðåñòðèêöèè â ïðîãðàììå Nebcutter v 2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/, Vincze et al., 2003). II — ýëåêòðîôîðåãðàììà ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîé ðåñòðèêöèè. Ì — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû (ï. í.), Ê — êîíòðîëü ðåñòðèêöèè.



ñêîãî ïîëèìîðôèçìà ýóêàðèîò, îïîñðåäîâàííîãî èíñåð-
öèÿìè òðàíñïîçîíîâ (Waugh et al., 1997).

Ôàêòè÷åñêè S-SAP ÿâëÿåòñÿ ìîäèôèêàöèåé ìåòîäà
AFLP, èñïîëüçóåìîãî äëÿ ïîëó÷åíèÿ «îòïå÷àòêîâ ïàëü-
öåâ» ÄÍÊ èëè àìïëèôèöèðîâàííûõ ðåñòðèêöèîííûõ
ôðàãìåíòîâ (Vos et al., 1995). Áîëüøèíñòâî ìåòîäîâ íà
îñíîâå ÏÖÐ äëÿ âûÿâëåíèÿ ïîëèìîðôèçìà áàçèðóåòñÿ íà
èçâåñòíîé êëîíèðîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òîãî èëè
èíîãî òðàíñïîçîíà (Queen et al., 2004; Zampicinini et al.,
2004). Ïðîâåðêà òîãî, ÷òî íàáëþäàåìûå ïîëèìîðôíûå
ôðàãìåíòû äåéñòâèòåëüíî ñîäåðæàò â ñâîåì ñîñòàâå òîò
òðàíñïîçîí, êîòîðûé ïîñëóæèë îñíîâîé äëÿ âûáîðà ðåñò-
ðèêòàçû è êîíñòðóèðîâàíèÿ ïðàéìåðîâ, îáû÷íî ñ÷èòàåòñÿ
èçáûòî÷íîé. Ïîýòîìó, íåñìîòðÿ íà áåçóñëîâíóþ ïîëüçó
îñíîâàííûõ íà ÏÖÐ ìåòîäîâ äëÿ âûÿâëåíèÿ ïîëèìîðôèç-
ìà, îñòàåòñÿ íåÿñíûì, ÷åì æå âûçâàí ïîëèìîðôèçì è êà-
êèå èìåííî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëèìîðôíû.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îñíîâîé äëÿ âûáîðà ðåñòðèêòàçû
è ïðàéìåðîâ ïîñëóæèëà ÷àñòè÷íàÿ êëîíèðîâàííàÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ-òðàíñïîçîíà Hemar1 — mariner
H. elongata (Ãàëàêòèîíîâ è äð., 2009). Äåéñòâèòåëüíî, ïî-

ëèìîðôíûå ôðàãìåíòû, ïîëó÷åííûå ñ ïðèìåíåíèåì
ðåñòðèêòàçû HindIII, âûÿâëÿþò êàðòèíó êëîíàëüíîé
èçìåí÷èâîñòè â ïàðòåíîãåíåòè÷åñêîì ïîêîëåíèè òðåìà-
òîäû (ðèñ. 3). Îäíàêî áåç êëîíèðîâàíèÿ è ñåêâåíèðîâà-
íèÿ ôðàãìåíòîâ íåëüçÿ óòâåðæäàòü, ÷òî òîëüêî èñõîäíûé
Hemar ÿâëÿåòñÿ èñòî÷íèêîì ïîëèìîðôèçìà. Çàäà÷à íà-
ñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â îïðåäåëåíèè ïðèðîäû êîíñåð-
âàòèâíûõ ôðàãìåíòîâ ïîëèìîðôíîãî ïàòòåðíà.

Îêàçàëîñü, ÷òî âñå ôðàãìåíòû, êëîíèðîâàííûå èç
êîíñåðâàòèâíûõ çîí àãàðîçíîãî ýëåêòðîôîðåçà, êàðòèðó-
þòñÿ â êîíñåðâàòèâíîì ðàéîíå îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû
ýëåìåíòà CR1 (ðèñ. 8). Ýëåìåíò CR1 ïðèíàäëåæèò ê ñå-
ìåéñòâó àâòîíîìíûõ, íå ñîäåðæàùèõ LTR (long terminal
repeat) ðåòðîïîçîíîâ, êîòîðîå ïðåäñòàâëåíî äëèííûìè
äèñïåðãèðîâàííûìè ïîâòîðàìè (LINE-like, L1) ó ìëåêî-
ïèòàþùèõ (Stocking, Kozak, 2008). Êîíñåíñóñíàÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü CR1 (ðèñ. 8) ñóùåñòâåííî êîðî÷å L1 çà
ñ÷åò ðàçëè÷èé â îñíîâíîì áåëêîâ ORF1. Îäíàêî îñíîâ-
íîé êëàññèôèêàöèîííûé ïðèçíàê — íàëè÷èå äâóõ
ORF — ïðèñóòñòâóåò è äàåò âîçìîæíîñòü îòíåñòè CR1 ê
êëàññó LINE. Êàê ïðàâèëî, îáå ORF íåñóò äåëåöèè, ìóòà-
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Ðèñ. 7. Ôëóîðåñöåíòíàÿ in situ ãèáðèäèçàöèÿ ïðîáû Â1 íà ÿäðî (à) è õðîìîñîìû (á) Himasthla elongata.

Â1 — êðàñíûé, ÿäðî è õðîìîñîìû îêðàøåíû DAPI (ñèíèé). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.

Ðèñ. 8. Ñõåìà îðãàíèçàöèè ýëåìåíòà CR1 è ïîëîæåíèå âñåõ ñåêâåíèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ.

Ïîêàçàíû ðàçìåð ýëåìåíòà, 5� è 3� íåòðàíñëèðóåìûå ðàéîíû (UTR), 2 îòêðûòûå ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ (ORF). Âíóòðè ORF ïîêàçàíû: äîìåí zf/lz «öèíêî-
âûå ïàëüöû» è «ëåéöèíîâàÿ ìîëíèÿ», ES — ýñòåðàçû, EN — ýíäîíóêëåàçû, RT — îáðàòíàÿ òðàíñêðèïòàçà. Íàä äîìåíîì RT îòìå÷åíû ïîëîæåíèÿ âñåõ
ñåêâåíèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ èç êëîíîòåê ñîîòâåòñòâóþùèõ çîí àãàðîçíîãî ýëåêòðîôîðåçà, çâåçäî÷êîé îòìå÷åí ôðàãìåíò Â1 (ñì. ðèñ. 4). Ïîñòðîåíî

ïî: Laha et al., 2005, ñ èçìåíåíèÿìè.



öèè è ñòîï-êîäîíû, êîòîðûå çàïðåùàþò òðàíñêðèïöèþ è
òðàíñëÿöèþ ñ áîëüøèíñòâà êîïèé. Ïîäàâëÿþùåå áîëü-
øèíñòâî CR1 îäíîãî ãåíîìà íå ÿâëÿåòñÿ ïîëíîðàçìåð-
íûì, à «îáðåçàíî» ñ îäíîãî èëè îáîèõ êîíöîâ (truncated).
Ïåðâàÿ ORF êîäèðóåò ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé áåëîê; âòîðàÿ
ORF êðîìå ýíäîíóêëåàçíîãî äîìåíà íåñåò äîìåí îáðàò-
íîé òðàíñêðèïòàçû (RT), êîòîðûé ðàñïîçíàâàåì ó âñåõ
äëèííûõ ðåòðîïîçîíîâ — êàê LTR-ñîäåðæàùèõ, òàê è íå
ñîäåðæàùèõ. Èìåííî ýòà îáëàñòü RT è ïîïàäàåò â íàèáî-
ëåå êîíñåðâàòèâíûå èç íàáîðà ïîëèìîðôíûõ ôðàãìåíòîâ
(ðèñ. 3, 4).

CR1-ïîäîáíûé ýëåìåíò êëîíèðîâàí èç ãåíîìà ïëîñ-
êîãî ÷åðâÿ øèñòîñîìû è íàçâàí SRl (Drew, Brindley,
1997). Äëèíà ïåðâîíà÷àëüíî êëîíèðîâàííîãî SRl —
2.3 òûñ. ï. í., åùå ~1 òûñ. ï. í. ïðåäñêàçàíà êàê êîíåö
ORF2, ò. å. ýòîò ýëåìåíò «îáðåçàí». Îáû÷íàÿ äëÿ LINE
íåïîëíîòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (Burch et al., 1993; Gior-
dano et al., 2007) çàòðóäíÿåò îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà
êîïèé â ãåíîìå, òàê êàê ïîëó÷åííûå äàííûå âàðüèðóþò â
çàâèñèìîñòè îò äëèíû ôðàãìåíòà, êîòîðûé èñïîëüçóþò
â êà÷åñòâå ïðîáû. Òàê, ãåíîì öûïëåíêà ñîäåðæèò
~1000 êîïèé CR1, åñëè èñïîëüçîâàíà ïðîáà äëèíîé
0.8 òûñ. ï. í. ñ 3R-êîíöà, è òîëüêî 30 êîïèé äëèíîé
2.2 òûñ. ï. í. Òàêàÿ æå ñèòóàöèÿ è äëÿ SRl: â ãåíîìå øèñ-
òîçîìû íàõîäÿò ~200 êîïèé äëèíîé 1.1 òûñ. ï. í. ñ 3R-êîí-
öà è òîëüêî 20 êîïèé ïðè ïðîáå äëèíîé 2.2 òûñ. ï. í.
(Drew, Brindley, 1997). Îäíàêî íåñìîòðÿ íà íåñîâåðøåí-
ñòâî êîïèé SRl, ãîìîëîãè ñåìåéñòâà ïðèñóòñòâóþò âî
âñåõ êëàññàõ ïîçâîíî÷íûõ è ìíîãèõ áåñïîçâîíî÷íûõ
(Drew, Brindley, 1997). Åñëè CR1 è SRl ïðîèçîøëè îò
CR1-ïîäîáíîãî ýëåìåíòà îáùåãî ïðåäøåñòâåííèêà ïëîñ-
êèõ ÷åðâåé è ïîçâîíî÷íûõ, òî ýëåìåíò íàñëåäîâàëñÿ âåð-
òèêàëüíî è, ñëåäîâàòåëüíî, êîíñåðâàòèâíûé ðàéîí RT íà-
õîäèëñÿ ïîä ñèëüíûì ñåëåêòèâíûì äàâëåíèåì. Òàêîå
äàâëåíèå îïðàâäàííî òîëüêî ïðè ÷ðåçâû÷àéíîé âàæíîñòè
äîìåíà, âîçìîæíî, äëÿ ïðîöåññà îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè
ïðè ïåðåìåùåíèè. Èìåííî â ýòîò ðàéîí ïîïàäàþò âñå
êëîíèðîâàííûå èç ñòàáèëüíûõ çîí âàðèàáåëüíîãî ïàòòåð-
íà ôðàãìåíòû (ðèñ. 8).

Êîíñåðâàòèâíûé äîìåí îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû (RT)
âûñîêî ãîìîëîãè÷åí íå òîëüêî ó ãåíîìîâ ôèëîãåíåòè÷å-
ñêè óäàëåííûõ æèâîòíûõ, íî è ó ðàçíûõ êëàññîâ òðàíñïî-
çîíîâ (Xiong, Eickbush, 1990; Stocking, Kozak, 2008). Äâà
îáñòîÿòåëüñòâà (íåïîëíîòà ôðàãìåíòà è êîíñåðâàòèâ-
íîñòü RT) çàòðóäíÿþò îöåíêó êîëè÷åñòâà êîïèé ôðàãìåí-
òà B1 â ãåíîìå H. elongata. Ïðîâåäåííàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in
situ (ðèñ. 7), áåçóñëîâíî, ïîäòâåðæäàåò äèñïåðãèðîâàí-
íûé õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ B1, îäíàêî åãî êîëè÷åñòâî
ìîæåò áûòü çàâûøåíî (êàê àðòåôàêò) èç-çà ãèáðèäèçàöèè
ñ RT- ðåòðîïîçîíîâ äðóãèõ êëàññîâ.

Â äàëüíåéøåì ìû ïðåäïîëàãàåì ïðîâåðèòü íàëè÷èå
òðàíñêðèïòîâ ïîëíîðàçìåðíîãî CR1-ïîäîáíîãî ýëåìåíòà
â òðàíñêðèïòîìå öåðêàðèé H. elongata. Ïðè ïðîâåðêå íà-
ëè÷èÿ òðàíñêðèïöèè, âåðîÿòíî, óäàñòñÿ êëîíèðîâàòü áî-
ëåå ïðîòÿæåííûå ôðàãìåíòû ýëåìåíòà. Îíè è ïîñëóæàò
äëÿ óòî÷íåíèÿ êîëè÷åñòâà êîïèé â ãåíîìå êàê áîëåå äî-
ñòîâåðíûå. Ìû òàêæå êëîíèðóåì ôðàãìåíòû èç íàèáîëåå
âàðèàáåëüíûõ îáëàñòåé ïàòòåðíà (ðèñ. 3, âåðòèêàëüíûå
îòðåçêè ñïðàâà), äëÿ òîãî ÷òîáû îïðåäåëèòü ïðèðîäó
ýòèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîêàçàëà, ÷òî ýëåìåíòû êëàññà
LINE è êîíêðåòíûé êîíñåðâàòèâíûé ðàéîí RT âíîñÿò
ñâîé âêëàä â îáðàçîâàíèå ïàòòåðíà ïîëèìîðôíûõ ôðàã-
ìåíòîâ ïðè âûÿâëåíèè êëîíàëüíîé èçìåí÷èâîñòè ïàðòå-
íèò H. elongata ìåòîäîì S-SAP.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ïåðñîíàëó ÁÁÑ
ÇÈÍ ÐÀÍ «Êàðòåø» çà âîçìîæíîñòü ïðîâåäåíèÿ ïîëå-
âûõ ðàáîò, Öåíòðó êîëëåêòèâíîãî ïîëüçîâàíèÿ «Õðîìàñ»
çà ïðåäîñòàâëåííîå îáîðóäîâàíèå, à òàêæå Ñ. Þ. Äå-
ìèíó (ÈÍÖ ÐÀÍ) çà ïîìîùü â ïðîâåäåíèè ãèáðèäè-
çàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ» (ïðîåêò 01200955639) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà
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LINE CLASS RETROPOSON IS THE COMPONENT OF THE DNA POLYMORPHIC

FRAGMENTS PATTERN OF TREMATODE HIMASTHLA ELONGATA PARTHENITAE

A. I. Solovyeva,1, 2 N. K. Galaktionov,1 O. I. Podgornaya1, 2
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We have determined that S-SAP method (Sequence specific amplification polymorphism) reveals clonal
variability in the genomes of larvae of flatworm Himasthla elongata (Trematoda, Echinostomatidae). Being
parthenogenetic the larvae were previously considered to be genetically homogeneous. Cloning and sequencing
of a�500 bp conservative fragment (B1) from the fragments’ pattern has been performed. Sequence analysis of
B1 has shown that this fragment has maximum homology with LINE elements from CR1 family of Hydra and
sparrow. In situ hybridization (FISH) has detected dispersed distribution of B1. Several other fragments cloned
from the same lane of agarose electrophoresis correspond to conservative domain of reverse transcriptase (RT)
from CR1 family. Thus, we have shown that 1) cercariae of trematode H. elongata have clonal variability;
2) the S-SAP method allows to obtaining patterns of fragment distribution characteristic of individual cercariae;
3) conservative domain of RT of CR1 family participates in the pattern of polymorphic fragments generation.
Identification of the CR1 transcripts in cercariae of H. elongata transcriptome is the aim of the future work.
Cloning of the variable fragments from the fragments’ pattern is in progress.

K e y w o r d s: LINE, CR1, S-SAP, clonal variability, flatworms.
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