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Rapid determination of the immune response can speed up many environmental monitoring 
processes. This work is the first step in the study of a potential pattern-recognition receptor CTL2 in 
Baikal endemic amphipods. 

Озеро Байкал представляет собой уникальную среду обитания, разно-
образие организмов которого поражает своей вариативностью. Особый 
интерес вызывают представители ракообразных – амфиподы, широко 
представленные в озере (около 350 видов и подвидов [1]). Высокое видо-
вое разнообразие может приводить к приобретению отличий в системе 
иммунной защиты. Механизмы иммунного ответа активируются, когда 
ассоциированные с патогеном молекулярные структуры распознаются 
белками-рецепторами, циркулирующими во внутренней среде или распо-
ложенными на поверхности иммунных клеток хозяина. Паттерн-
распознающие рецепторы – особый класс белковых молекул, способных 
узнавать консервативные молекулярные структуры (паттерны), характер-
ные для патогенных микроорганизмов. К таким рецепторам относятся лек-
тины. Лектинами называют белки, которые способны вызывать агглюти-
нацию остатков углеводов на поверхности микроорганизмов, тем самым 
выполняя функцию распознавания [2]. Так, белок CTL2 (рис. 1), обнару-
женный в протеоме иммунных клеток эндемичных амфипод вида 
Eulimnogammarus verrucosus является потенциальным лектином. Изучение 
функций паттерн-распознающих рецепторов эндемичных байкальских ам-
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фипод необходимо для разработки методов быстрого определения иммун-
ного ответа организма амфипод in vitro в отношении инородных объектов. 

 
Рис. 1. Визуализация 3Д-структуры белка CTL2,  

полученная при помощи сервера Phyre v2.0 

Таким образом, целью данной работы было создание векторной кон-
струкции, содержащей ген CTL2, выделенный из эндемичных байкальских 
амфипод вида Eulimnogammarus verrucosus.  

Отлов амфипод проводили в прибрежной зоне оз. Байкал в районе 
пос. Листвянка. Акклимацию ракообразных осуществляли в аэрируемых 
аквариумах при температуре 6 °C в течение 4 сут. На первом этапе работы 
из амфипод выделяли общую РНК, с последующим синтезом кДНК. Для 
амплификации гена интереса были сконструированы праймеры, специ-
фичные к CTL2. Последовательности прямого и обратного праймеров под-
бирали на 5' и 3' кодирующие области транскрипта GHHK01014723, таким 
образом, чтобы содержание оснований Г и Ц находилось в пределах 40–
60 %, длина праймера не превышала 35 п.н., а разница температуры отжи-
га не превышала 2 °C. В последовательности праймеров также были вне-
сены сайты рестрикции, необходимые для клонирования целевого гена в 
вектор. Дизайн праймеров in silico осуществляли с использованием про-
граммы SnapGene Viewer 5.2.4. Полученный ПЦР-продукт клонировали в 
коммерческий вектор pAL2-T (Евроген, Россия). Данный вектор содержит 
ген устойчивости к антибиотику ампициллину, а также ген lacZ, что дает 
возможность проведения бактериальной селекции. Полученной лигазной 
смесью были трансформированы клетки бактерий Escherichia coli штамма 
XL10-Gold. Несколько колоний, отобранных с помощью бело-голубой се-
лекции, были проверены методом ПЦР на наличие вставки гена CTL2. Ко-
лонии, содержащие ген интереса, нарабатывали в жидкой среде, с после-
дующей очисткой плазмид. С полученными плазмидами pAL2-T-
CTL2 проводили проверочную ПЦР, с праймерами, специфичными к гену 
интереса, рестрикцию и секвенирование. 
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В ходе работы были сконструированы праймеры к гену интереса 
CTL2, а также подобраны оптимальные условия работы данных прайме-
ров. Получена плазмида на основе промежуточного вектора pAL2-T 
(рис. 2), содержащая ген лектин-подобного белка CTL2. Результаты секве-
нирования pAL2-T-CTL2 показали наличие нуклеотидных замен в гене 
интереса, которые привели к замене 2 аминокислот. Тем не менее, данные 
замены не приводят к дестабилизиции белка и не изменяют его свойства. 
Полученная генетическая конструкция будет использована для переноса 
гена интереса CTL2 в окончательную плазмиду pPB-pCoBlast-actin5c-
mScarlet, для изучения свойств белка интереса, как паттерн-
распознающего рецептора, c использованием гетерологичной экспрессии в 
клеточных культурах. 

 
Рис. 2. Карта векторной конструкции pAL2-T-CTL2 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ и Прави-
тельства Иркутской области в рамках научного проекта № 20–44–
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