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Аннотация

В ряде северных районов Сибири и в Прибайкалье основным возбуди-
телем дифиллоботриоза человека и животных является лентец чаечный 
Dibothriochephallus dendriticus (син. Diphyllobothrium dendriticum). В последнее 
десятилетие усилился интерес к молекулам, синтезируемым паразитически-
ми червями и способным модулировать иммунный ответа хозяев – млеко-
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питающих, в частности, человека. Биоинформатический анализ транскрип-
томов дает возможность получить информацию о белках, синтезируемых в 
определенный момент времени и вычленить среди них наиболее значимые 
для иммуномодуляторных функций. Цель настоящих исследований – про-
ведение транскриптомного анализа взрослых особей D. dendriticus. Взрослые 
лентецы D. dendriticus были извлечены из кишечника серебристых чаек. Сум-
марная РНК выделялась с помощью реагента TRIzol. Создавались направ-
ленные баркодированные транскриптомные библиотеки. Секвенирование 
полученных библиотек выполнялось на высокопроизводительном секвена-
торе Illumina NextSeq550. На основе полученных данных произведена сборка 
транскриптома de-novo. Аннотирование полученных транскриптов проводи-
лось с помощью программы Blast2Go. Аннотирование позволило определить 
их распределение по категориям: биологические процессы, молекулярные 
функции, клеточные компоненты. На следующем этапе собранный и анно-
тированный транскриптом плероцеркоидов D. dendriticus будет использован 
для поиска генов, потенциально кодирующих белки, оказывающие иммуно-
регуляторное воздействие на своих хозяев, а также для идентификации по-
добных белков в секретоме паразитов.

Ключевые слова: Dibothriochephallus dendriticus, транскриптом, секвенирова-
ние, сборка, аннотация.
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Abstract

In certain regions of Siberia and Baikal area, the main causative agent of diphyllo-
bothriasis of human and animals is gull-tipeworm Dibothriochephallus dendriticus. In 
last decade, there was heightened interest to the study of molecules secreted by hel-
minth which can modulate the immune response of their mammal hosts, particular-
ly human. Bioinformatic analysis of transcriptomes gives opportunity to obtain data 
on proteins synthetized in certain time point and find among them ones the most 
significant for immunological functions. The aim of our study was to carry out tran-
scriptome analysis of adult D. dendriticus. Adult D. dendriticus were pulled from the 
gut of herring gull. Total RNA was extracted with TRIzol reagent. Bar-coding tran-
scriptome libraries were created. Sequencing obtained libraries was carried out using 
high-performance sequencer Illumina NextSeq550. De-novo assembly of transcrip-
tome was performed. Annotation of obtained transcripts was done with Blast2Go 
software. Annotation allowed to describe their classification in terms of biological 
processes, molecular functions, and cellular components. At the next step, we plan 
to use D. dendriticus, assembled and annotated with transcriptome of plerocercoids, 
to search genes, potentially coding proteins that have an immunomodulatory effect 
on their hosts and also for identification of the proteins in secretome of parasites. 

Keywords: Dibothriochephallus dendriticus, transcriptome, sequencing, assembly, 
annotation.

Введение. В некоторых эндемичных регионах цестодозы по своему 
эпидемиологическому и эпизоотическому значению выходят на пер-
вый план среди остальных гельминтозов. В частности, во многих ев-
ропейских странах широко распространены случаи дифиллоботрио- 
за [1]. На территории России ежегодно дифиллоботриозом заболе-
вает более 20 тысяч человек. В ряде северных районов Сибири и в 
Прибайкалье основным возбудителем дифиллоботриоза человека и 
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животных является лентец чаечный Dibothriochephallus dendriticus.

Гельминты являются мощными иммунорегуляторами [2]. Способ-
ность гельминтов регулировать иммунный ответ является основой их 
длительного существования в организме хозяина. В последнее деся-
тилетие усилился интерес к молекулам, синтезируемым паразитиче-
скими червями, способным модулировать иммунный ответа хозяев 
– млекопитающих, в частности, человека [3]. Биоинформатический 
анализ транскриптомов дает возможность получить информацию о 
белках, синтезируемых в определенный момент времени и вычленить 
среди них наиболее значимые для иммуномодуляторных функций. 
Ранее нами уже был проведен транскриптомный анализ плероцер-
коидов D. dendriticus. Цель настоящих исследований – проведение 
транскриптомного анализа взрослых особей D. dendriticus.

Материалы и методы. Взрослые лентецы D. dendriticus были извлечены 
из кишечника серебристых чаек, отмыты от содержимого кишечника 
в физиологическом растворе и зафиксированы в жидком азоте. Сум-
марная РНК из 0,5–1 г ткани выделялась с помощью реагента TRIzol 
(Ambion), доочищалась с одновременной обработкой ДНКазой I на 
колонках PureLink RNA Mini (Invitrogen). Качество РНК определя-
лось на биоанализаторе BA2100 набором RNA Nano. Для создания на-
правленных баркодированных транскриптомных библиотек исполь-
зован набор TruSeq Stranded mRNA Library Preparation Kit (Illumina) 
с двойными индексами UD согласно протоколу изготовителя с мо-
дификациями для получения встроек большей длины (200–500 п.н.). 
Взято 1 мкг суммарной РНК, время фрагментации мРНК составило 
4 мин. После амплификации библиотек дополнительно проводилась 
селекция по длине на магнитных частицах AMPureXP – к разбав-
ленной библиотеке добавлялось 0,65 объёма AMPureXP. Качество и 
молярность полученных библиотек определялось на биоанализато-
ре BA2100, библиотеки смешивались в эквимолярных количествах 
до суммарной концентрации 2 нМ. Секвенирование полученных 
библиотек выполнялось на высокопроизводительном секвенаторе 
Illumina NextSeq550 набором NextSeq® 550 High Output v2 Kit (300 
cycles) парными чтениями по 150 п.н. На основе полученных данных 
произведена сборка de-novo с использованием программного пакета 
Trinityrnaseq. Аннотирование полученных транскриптов проводилось 
с помощью программы Blast2Go.

Результаты исследований. Было проведено полнотранскриптомное 
парноконцевое секвенирование; в результате секвенирования было 
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получено 111 304 624 парных чтения. На основе полученных данных 
секвенирования РНК произведена сборка de-novo. Статистика сбор-
ки приведена в табл. 1. Аннотирование полученных транскриптов 
(рис. 1А–1В) позволило определить их распределение по категори-
ям: биологические процессы, молекулярные функции, клеточные 
компоненты. В биологических процессах преобладают транскрипты 
клеточных процессов (10%), метаболических процессов (8%), био-
логической регуляции (8%) и компонентов регуляции биологиче-
ских процессов (8%). Среди молекулярных функций преобладают 
транскрипты связывания (60%), каталитической активности (31%) и 
активности по регуляции транскрипции (9%). В клеточных компо-
нентах преобладают транскрипты цитоплазматических везикул (9%), 
клеточных выростов, связанных с плазматической мембраной (8%), 
цитоскелета (7%), нейронов (7%). 

Таблица 1

Статистика сборки de-novo транскриптома D. dendriticus

n_seqs smallest largest n_bases mean_len n_under_200 n50

130 761 280 25 470 150 124 911 1148,09 0 1841

Заключение. На следующем этапе собранный и аннотированный 
транскриптом плероцеркоидов D. dendriticus будет использован для 
поиска генов, потенциально кодирующих белки, оказывающие им-
мунорегуляторное воздействие на своих хозяев, а также для иденти-
фикации подобных белков в секретоме паразитов. Кроме того, ана-
лиз транскриптомов цестод должен позволить идентифицировать 
различия в экспрессии генов, в том числе ответственных за иммуно-
регуляцию у цестод на разных стадиях жизненного цикла: у плеро-
церкоидов и половозрелых особей.
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