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ПОДХОД К ВОПРОСУ ПОЛЯРНОСТИ LEUCOSOLENIA CF. VARIABILIS (CALCAREA, 
PORIFERA). 
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Введение 
На схеме тела взрослой губки того или иного класса можно отметить несколько разных 

осей симметрии, руководствуясь молекулярными или физиологическими признаками. 
Однако их сопоставление до сих пор не дает четкого ответа на вопрос гомологии осей у 
губок и у Eumetazoa. Нами была предпринята попытка с помощью дифференциальной 
транскриптомики оценить экспрессию генов, характерных для оскулюма, кормуса и 
дивертикулов губки Leucosolenia cf. variabilis, имеющей трубчато-ветвистую структуру, а 
также идентифицировать и описать эти гены. Акцент был сделан на участниках сигнальных 
путей, таких как Wnt и TGF-beta, для которых описана повышенная экспрессия в оскулюме. 
Нами показано, насколько сложным оказался механизм разметки тела губки вдоль оси 
водоносной системы с помощью дифференциальной экспрессии разных лигандов каскадов 
межклеточной коммуникации.  

 
Методы 
Терминальные участки оскулюмов, фрагменты кормуса и дивертикулы тела 

дефинитивной губки препарировали под стереоскопическим микроскопом с помощью 
микрохирургических ножниц Кастровьехо и остро заточенных пинцетов, и выделяли из них 
тотальную РНК с помощью реагента ExtractRNA (Evrogen). Библиотеки мРНК готовили с 
помощью наборов TruSeq mRNA Stranded (Illumina) и секвенировали на ячейке S-Prime 
прибора NovaSeq6000 (Illumina). Было получено около 1,1 млрд парно-концевых прочтений 
длиной 150 п.н. Было секвенировано по 3 биологических повторности для каждого образца 
ткани (в последующем анализе использовали только по 2 повторности из-за девиаций в 
одной группе образцов). Референсный транкриптом собирали с помощью ПО Trinity после 
удаления последовательностей адаптеров с помощью Тrimmomatic. Прочтения подвергали 
псевдокартированию на референсный транскриптом с помощью ПО kallisto с 
бутстреппингом (-b 100; Bray et al., 2016), после чего данные о представленности 
транскриптов обрабатывали в пакете sleuth в среде R (Pimentel et al., 2017). 

 
Результаты 
Тело губки Leucosolenia cf. variabilis имеет асконоидное строение, т.е. представляет 

собой ветвящуюся трубку, выстланную снаружи слоем экзопинакоцитов, а изнутри слоем 
хоаноцитов. Нами были собраны образцы тканей из участков ее тела губки, отличающихся 
на функциональном и анатомическом уровне: кормус – фактически, стенка тела с 
хоанодермой, терминальный отдел оскулюма – трубки, через которую из тела губки 
выбрасывается поток воды (в этих участках внутренний слой хоаноцитов, замещается слоем 
эндопинкацитов), и дивертикулы – слепо замкнутые отростки кормуса. Из этих образцов 
была выделена и секвенирована полиаденилированная РНК. Все полученные прочтения 
(около 1,1 млрд) были использованы в сборке референсного транскриптома, из которого 
затем были удалены избыточно представленные сходные транскрипты (изоформы, 
полиморфные и гетерозиготные последовательности). Всего было получено 58141 белок-
кодирующих последовательностей с N50 = 1299 п.н.  
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Количественный анализ транскриптов с помощью пакета sleuth, использующего бутстрэп 
для анализа дифференциальной экспрессии, позволил идентифицировать 64 транскрипта, 
уровень экспрессии которых отличается в оскулюме/кормусе/дивертикулах на достоверном 
уровне. Так, из представленной на рис. 1А тепловой карты видно, что оскулюм по 
отношению к дивертикулам и кормусу имеет наиболее ярко выраженный набор 
транскриптов, представленных только в его клетках (левый нижний угол, показано 
пунктирной рамкой). В то же время, при сравнении кормуса и дивертикулов видно, что 
отличия между ними невелики, и приходятся на небольшую группу транскриптов, которые 
есть в обеих тканях, но в кормусе присутствуют в большем количестве (пунктирная рамка в 
середине). Эта же группа транскриптов практически отсутствует в клетках оскулюма. 
Логично предположить, что группа кормус/дивертикул-специфичных транскриптов связана с 
хоаноцитами, присутствующими как в кормусе, так и в дивертикулах (но в меньшем 
количестве). Эти же транскрипты не представлены в оскулюме, т.к. хоанодерма в 
терминальном его отделе отсутствует. Остаются неясными функции оскулюм-специфичных 
транскриптов, т.к. ожидаемых лигандов сигнальных каскадов среди наиболее широко 
представленных молекул обнаружено не было. 

(А) (Б) 
 
Рис 1. (А) Тепловая карта, демонстрирующая дифференциальную экспрессию в тканях 

оскулюма, кормуса и дивертикулах. Показаны транскрипты, для которых отличия между 
образцами статистически значимы (p-value<0,05). (Б) Экспрессия 17 ортологов лигандов 
TGF-beta в тканях оскулюма, кормуса и дивертикулах. Цветовая шкала уровня экспрессии – 
логарифмическая. 
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В качестве генов интереса нами были выбраны лиганды Wnt и TGF-beta каскадов, 
поскольку ранее была показана их экспрессия вдоль апико-базальной оси у некоторых губок 
(Leininger et al., 2014; Borisenko et al., 2016). С помощью tblastn было идентифицировано 17 
ортологов TGF-beta и 19 ортологов Wnt. Оказалось, что некоторые лиганды TGF-beta 
экспрессируются в оскулюме на значительно большем уровне, нежели в кормусе или 
дивертикулах. При этом, судя по кластеризации образцов (столбцы на рис. 1Б), разница 
между уровнями экспрессии в дивертикулах и в кормусе, незначительна. Лиганды Wnt-
каскада также демонстрируют повышенную экспрессию в оскулюме (рис. 2А); два из них, 
для которых у однооскулюмной губки Sycon ciliatum была показана специфичная экспрессия 
в оскулюме (Leininger et al., 2014), были клонированы, и экспрессия их показана с помощью 
гибридизации in situ с меченным РНК-зондом (рис. 2Б). Для одного из wnt, LvaWntJ 
(названия даны по филогенетической близости к ортологам губки S. ciliatum), была показана 
экспрессия в краевом ряду клеток оскулярной трубки (рис. 2б, г, ж), а также в клетках, 
расположенных под экзопинакодермой на конце некоторых дивертикулов (рис. 2Б, е, и). Это 
согласуется с предположением, что дивертикулы с течением времени или при каких-то 
определенных условиях способны формировать оскулюм. В кормусе какой-либо локальной 
экспрессии показано не было. Однако другой лиганд, LvaWntI, экспрессируется не только в 
оскулярной трубке (в частности, от ее основания до края), но и в экзопинакодерме по всей 
поверхности тела губки. При этом, что хорошо видно в падающем свете (рис. 2Б, а), 
экспрессия наблюдается не во всех экзопинакоциах, а LvaWntI-позитивные клетки 
разбросаны мозаично. В терминальном отделе дивертикулов экспрессия LvaWntI не 
наблюдается. 

 

 (А)   (Б) 
 
Рис 2. (А) Тепловая карта, демонстрирующая экспрессию 19 ортологов Wnt в тканях 

оскулюма, кормуса и дивертикулах. Черными рамками показаны два лиганда, 
использованных для гибридизации in situ. Цветовая шкала уровня экспрессии – 
логарифмическая. (Б) Экспрессия LvaWntI и LvaWntJ, выявленная с помощью гибридизации 
in situ с дигоксигенин-меченным РНК-зондом. а-е – падающий свет, ж-и – проходящее 
освещение. Шкала: б-е – 500 мкм, а, ж-и – 250 мкм.  

 
Заключение 
Нами была предпринята попытка оценить паттернирование физиологической оси 

полярности тела губки, связанной с правлением потока воды, с помощью RNA-Seq. Путем 
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анализа дифференциальной экспрессии в тканях оскулюма, кормуса и дивертикулов 
многооскулюмной губки Leucosolenia cf. variabilis было показано, что относительно 
небольшая группа транскриптов присутствует в тех или иных отделах тела губки с 
достоверными отличиями в уровнях экспрессии. Отдельные лиганды сигнальных каскадов 
Wnt и TGF-beta экспрессируются в оскулюме на более высоком уровне, однако, как показано 
с помощью гибридизации in situ, система паттернов по крайней мере для Wnt сложна и не 
ограничена тем или иным отделом тела, а также может быть связана с онтогенезом осевых 
структур, таких как оскулюм. Работа поддержана РФФИ (гранты № 19-04-00563) и грантом 
РНФ № 17-14-01089 (в части биоинформатического анализа).  
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