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Opisthorchis felineus – трематода, возбудитель описторхоза, распространённого в Рос-
сии и Восточной Европе гельминтоза. Взрослые особи O. felineus паразитируют в желч-
ных протоках млекопитающих и человека в течение десятилетий, вызывая хроническое
воспаление, фиброз и повышая риск развития холангиокарциномы, что определяет высо-
кую медико-социальную значимость заболевания. Длительное выживание паразита обес-
печивается соматическими стволовыми клетками, поддерживающими обновление тканей.
Идентификация и пространственная локализация стволовых и дифференцированных кле-
ток необходима для понимания механизмов паразитирования и поиска новых мишеней для
терапии. Одним из базовых подходов для анализа тканеспецифичной экспрессии являет-
ся РНК-гибридизация in situ. Однако применение данного метода к цельным образцам
трематод сопровождается высокой аутофлуоресценцией и неспецифическим фоном, что
существенно снижает информативность метода.

В работе проведено сравнение классической РНК-гибридизации in situ и метода гибри-
дизационной цепной реакции (HCR), в котором амплификация сигнала происходит за счет
каскадной сборки флуоресцентных ДНК-усилителей только в случае специфического свя-
зывания зонда с мРНК. На основании данных секвенирования одиночных ядер snRNA-seq
взрослых особей O. felineus и литературных данных были выбраны мРНК-мишени: fgfrA
(маркер соматических стволовых клеток), hnf4 (маркер кишечного эпителия), tsp-2 (мар-
кер тегумента).

Показано, что применение стандартной флуоресцентной РНК-гибридизации in situ
(FISH) сопровождается выраженным неспецифическим фоновым сигналом, затрудняю-
щим определение локализации мРНК. Применение HCR обеспечило снижение фоновой
флуоресценции и повышение контрастности сигнала, что позволило выявить тканеспеци-
фичную экспрессию маркерных генов, включая локализацию fgfrA, ассоциированную с
прогениторными клеточными популяциями, а также экспрессию hnf4 и tsp-2 в гастродер-
мисе и тегументе соответственно. Впервые метод гибридизационной цепной реакции был
адаптирован для анализа цельных образцов трематод и продемонстрировал преимущество
по отношению сигнал/фон по сравнению с классической гибридизацией in situ.
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