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Дегидратаза δ-аминолевуленовой кислоты (ALAD) ‒ ключевой фермент цитоплазматического пути
биосинтеза гема. В работе представлены структура гена ALAD холодноводной морской губки Hali-
sarca dujardinii, мультимерная организация ALAD/hemB, а также особенности экспрессии ALAD
губки в разные периоды ее репродуктивного годичного цикла. В регуляции экспрессии гена ALAD
губок может участвовать транскрипционный фактор GATA-1 и метилирование ДНК. Реагрегация
клеток губок сопровождается снижением экспрессии ALAD и изменением содержания активной
формы ALAD/hemB в клетках. Изучение процессов биосинтеза гема и роли ALAD/hemB в морфо-
генетических процессах у базальных животных позволит открыть новые возможности для коррек-
ции патологий у высших животных.
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Тетрапирролы, в том числе и железокоорди-
нированный протопорфирин IX и гем, необходи-
мы для жизнедеятельности всех организмов на
Земле. Метаболический путь биосинтеза различ-
ных тетрапирролов (порфирин, хлорофилл, вита-
мин B12, билины и гем цитохромов) у всех орга-
низмов ‒ от бактерий до млекопитающих ‒
включает образование фотореактивных проме-
жуточных продуктов из 5-δ-аминолевуленовой
кислоты (delta-aminolevulinic acid, 5-ALA). Этот
эволюционно древний путь обеспечивает метано-
генез, фотосинтез и дыхание [1]. Белки, участвую-
щие в биосинтезе гема, вовлечены в морфогенети-
ческий процесс ‒ реагрегацию клеток губок [2]. Из-
быток свободного гема токсичен из-за его
способности индуцировать окислительный стресс и
перекисное окисление липидов, что приводит к по-
вреждению мембран и гибели клеток по механиз-
му ферроптоза [3]. Концентрация внутриклеточ-

ного гема контролируется на этапах его синтеза,
связывания гемопротеинами, внутриклеточного
и межклеточного транспорта и деградации. Фер-
мент дегидратаза δ-аминолевуленовой кислоты
(delta-aminolevulinic acid dehydratase, ALAD/hemB)
катализирует конденсацию двух молекул 5-ALA с
образованием порфобилиногена. У животных
ALAD/hemB находится в цитозоле, у растений,
водорослей и простейших из группы Apicomplexa
белки ALAD/hemB имеют пластидное происхож-
дение и локализуются в пластидах. Контроль био-
синтеза тетрапирролов обеспечивается регуля-
торными механизмами, чувствительными к изме-
нению концентрации кислорода и железа в
клетках, а также аллостерическим механизмом
регуляции активности ALAD/hemB. ALAD/hemB
существует в виде функционально различных
мультимеров (активная форма ‒ октамер, неактив-
ная форма ‒ гексамер). У животных октамерная
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форма стабилизируется нейтральным значением
рН и наличием 5-ALA, а у растений ‒ ионами маг-
ния. Активация ALAD/hemB в хлоропластах рас-
тений происходит при воздействии света, сопро-
вождающимся резким изменением концентрации
ионов магния [1]. Стабилизаторы гексамерной
формы – аллостерические регуляторы класса ма-
лых молекул, получившие название морфлоки,
или “морфологические замки” (morphlock), при-
водят к метаболическим нарушениям в клетках
[4]. Предполагают, что филогенетически измен-
чивая аллостерическая регуляция ALAD/hemB
возникла из-за значительной разницы в условиях
среды, в которой обитают организмы, и филоге-
нетических особенностей внутриклеточной лока-
лизации.

Структура, мутации, а также особенности экс-
прессии гена ALAD изучают у высших животных в
связи с важной ролью эритроидной изоформы
ALAD/hemB, нарушения в функционировании
которой у человека приводят к проявлениям пор-
фиринемии. Кроме того, ALAD/hemB рассмат-
ривают в качестве мишени для таргетной терапии
разных форм рака, поскольку установлено, что
снижение экспрессии ALAD в опухолевых клетках,
активирующее фактор роста опухоли (TGF-β), ин-
дуцирует эпителиально-мезенхимальную транс-
формацию и рост опухоли [5, 6].

Фермент ALAD/hemB человека кодируется
одним геном, а мультимер ALAD/hemB состоит
из нескольких копий этого белка. Каждая субъ-
единица ALAD/hemB состоит из 300 остатков αβ-
бочкообразного домена, в центре которого нахо-
дится активный сайт фермента, и бокового плеча
домена, содержащего более 25 а.о. Ген ALAD че-
ловека содержит два некодирующих (1A и 1B) и 11
кодирующих экзонов. Первым экзоном может
быть или 1A, или 1B. Транскрипт основной
(housekeeping) формы включает экзон 1A, тогда
как эритроидный транскрипт – экзон 1B [7]. Аль-
тернативный сплайсинг приводит к множеству
вариантов транскриптов, кодирующих разные
изоформы. Слияние экзонов 1A и 1B со вторым, в
котором находится старт трансляции, приводит к
тому, что все ткани содержат идентичный фер-
мент ALAD/hemB, но мРНК существует в двух
формах: основной (1A) и эритроидной (1B). Ана-
логично устроен ген ALAD мыши [8]. Экспрессия
1A- и 1B-мРНК идет с разных промоторов с раз-
ными регуляторными элементами. Оба промото-
ра содержат CG-богатые последовательности и
сайты связывания для транскрипционного фак-
тора GATA-1, но только эритроидный промотор
связывает транскрипционный фактор KLF-1 [9].
Метилирование гена ALAD приводит к снижению
его экспрессии [10]. Структура гена ALAD и муль-
тимерная организация ALAD/hemB у базальных
животных не изучены.

Губки (Porifera) традиционно считаются древ-
нейшим типом животных [11]. Как и другие жи-
вотные, морские губки развиваются только в при-
сутствии ионов железа [12] и устойчивы к гипо-
ксии. Это обусловило их использование в
качестве модели для исследования ранней эволю-
ции метаболизма железа у животных, которая
происходила на фоне глобальной оксигенизации.
Клетки губок способны к трансдифференциров-
кам и дедифференцировкам (то есть, трансфор-
мации одного клеточного типа в другой и в плю-
рипотентную клетку), обеспечивающим непре-
рывную реорганизацию их водоносной системы.
Клеточная пластичность губок проявляется в
процессе регенерации их тела и реагрегации дис-
социированных клеток, при которой происходит
восстановление исходной структуры губки [13, 14].
Трансформации клеток губки в этих процессах
могут быть аналогичны процессам, происходя-
щим в стволовых клетках высших животных [15].
Симбионты морских губок (бактерии, водоросли
и грибы), реализуя сходные метаболические пу-
ти, производят вторичные метаболиты, а также
мощные токсины, отпугивающие хищников и
конкурентов, и создают губкам оптимальные
условия для существования. Ранее нами показа-
но, что в процессе реагрегации клеток губок про-
исходит повышение уровня экспрессии нейро-
глобина, белков, ответственных за обмен железа,
а также транскрипционного фактора HIF [2, 16].

Нами исследована структура гена ALAD холод-
новодной морской губки Halisarca dujardinii, описа-
на мультимерная организация белка ALAD/hemB,
а также особенности экспрессии ALAD губки в
разные периоды ее годичного репродуктивного
цикла, который сопровождается изменениями
разных параметров: температуры, степени окси-
генации морской воды и интенсивности ультра-
фиолетового излучения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материал исследования. Образцы губок Hali-

sarca dujardinii были собраны в сублиторальной зо-
не (0‒2 м) в районе Беломорской биологической
станции МГУ (66°34′ N 33°08′ E). Сбор губок про-
водили в разные периоды их репродуктивного го-
дичного цикла: январе, марте, июле и ноябре [17].
Образцы губок собирали с субстратом (водоросля-
ми) для сохранения микроокружения и 7‒8 особей
помещали в 5-литровый аквариум с природной
морской водой. Аквариум размещали в термобок-
се с контролем температуры: 1‒4°С зимой, 8‒10°С
летом и 5‒8°C весной/осенью ‒ и транспортиро-
вали в ИБР РАН. Перед экспериментом у губок
выявляли функциональную целостность водо-
носной системы ‒ по наличию фильтрации воды
через оскулумы ‒ и очищали от сопутствующих
беспозвоночных [2].
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Подготовка препаратов диссоциированных кле-
ток и клеточных агрегатов. Препараты диссоции-
рованных клеток и клеточных агрегатов губки
H. dujardinii получали по методике, описанной
нами ранее [2, 16]. Клеточную суспензию центри-
фугировали 5 мин при 300 g. Количество и про-
цент живых клеток (обычно более 96–98%) опре-
деляли в 10 мкл суспензии, смешанной с 10 мкл
0.1%-ного трипанового синего, с помощью стан-
дартного гемоцитометра. Время от диссоциации
губки до фиксации образцов и выделения РНК
составляло 20 мин. Из клеточной суспензии и ин-
тактной губки (тело губки) выделяли РНК. Часть
клеточной суспензии в концентрации 1 × 107 кле-
ток/мл вносили в лунки 6-луночного планшета
(2 мл/лунка) и инкубировали 24 ч при соответ-
ствующей температуре для получения агрегатов,
после чего их собирали в пробирки и выделяли
РНК [2].

Выделение РНК, конструирование библиотек
кДНК и секвенирование. РНК выделяли с исполь-
зованием TRI Reagent (“Molecular Research Cen-
ter, Inc.”, США), обрабатывали ДНКазой I (“Am-
bion”, США) и очищали с помощью Ribo-zero rRNA
Removal Kit (Human/Mouse/Rat) (“Illumina”, США).
Фрагменты кДНК для библиотек получали с ис-
пользованием NEBNext® Ultra™ II Directional
RNA Library Prep Kit для Illumina® (“New England
Biolabs”, США), проверяли, используя Agilent
2100 DNA High Sensitivity Kit, и секвенировали на
Illumina Hiseq2500 с парноконцевыми чтениями
длиной 125 п.н. мРНК. Для одноконцевых про-
чтений длиной 50 п.н. выделение из суммарной
РНК проводили с помощью NEBNext® Poly(A)
mRNA Magnetic Isolation Module (“New England
Biolabs”). Далее проводили конструирование
библиотек кДНК и их секвенирование на прибо-
ре Illumina Hiseq 2500.

Транскриптомная сборка и анализ дифференци-
альной экспрессии. На основе транскриптомной
сборки [2] произведено предсказание белковых
продуктов с помощью TransDecoder v.5.5 [18].
Предсказанные продукты были проверены с по-
мощью черновой сборки генома. Одноконцевые
прочтения интактных губок (тело губки), диссо-
циированных клеток и агрегатов губок, собран-
ных в разные сезоны, были картированы на тран-
скриптомную сборку с помощью bowtie 2 v.2.4.1
[19]. Уровни экспрессии транскриптов были рас-
считаны с помощью RSEM v1.3.3 [20], как описа-
но ранее [16, 21].

Структура гена и транскриптов ALAD. На осно-
вании черновой геномной сборки и последова-
тельности транскрипта ALAD (QEH04756, NCBI)
определена экзон-интронная структура. Поиск
CpG-островков проводили с помощью програм-
мы Cpgplot на сайте EMBOSS (https://www.ebi.
ac.uk/Tools/seqstats/emboss_cpgplot/). Поиск ми-

норной изоформы ALAD проводили путем кар-
тирования транскриптомов (NCBI, проект PRJ-
NA594150) на участке размером 10 т.п.н. с геном
ALAD. Использовали следующие шаблоны после-
довательностей сайтов связывания транскрипци-
онных факторов: (A/T)(A/G)GATA для GATA1;
CCAAT для PCBP1; (T/G)GGGCGG(G/A)(G/T)
для SP1; CCCACCC для KLF1.

Филогенетическое древо белка ALAD губок.
Аминокислотные последовательности ALAD ис-
кали при помощи NCBI BLAST 2.2.29+ [22]. Для
неаннотированных геномов губок последова-
тельности ALAD предсказывали при помощи ex-
onerate 2.2.0 [23], используя данные по белку
ALAD других губок в качестве запроса. Выравни-
вание аминокислотных последовательностей вы-
полняли в программе MEGA X с помощью Clus-
talW. Выравнивание для построения дерева вы-
полняли с использованием инструмента MAFFT
v7.130b [24] при помощи алгоритма L-INS-i. Пе-
ред построением дерева из выравнивания удаля-
ли столбцы, состоящие более чем на 90% из про-
белов. Реконструкцию филогенетического дерева
выполняли методом максимального правдоподо-
бия с IQ-TREE 1.6.12 [25]; выбор модели эволю-
ции проводили автоматически с ModelFinder [26];
поддержка узлов дерева оценена при помощи
сверхбыстрого бутстрэпа UFBoot [27] c 1000 репли-
ками. Для визуализации реконструированного де-
рева использовали инструмент MEGA 7.0.21 [28].

Анализ аминокислотных последовательностей
ALAD. Пространственное моделирование по го-
мологии проводили с использованием веб-серве-
ра SWISS-MODEL, как описано ранее [16]. В ка-
честве основного шаблона для модели ALAD
H. dujardinii использовали структуру ALAD Homo
sapiens (PDB: 5HMS). На основе результатов
SWISS-MODEL подготовили молекулярные гра-
фики с использованием программного обеспече-
ния PyMOL версии 2.5.2 (http://citebay.com/how-to-
cite/pymol/).

Электрофорез в нативных условиях. Для выяв-
ления нативных форм фермента ALAD фрагмен-
ты тела, суспензию клеток и агрегаты губки H. du-
jardinii измельчали в буфере для гомогенизации
(20 мМ ЭДТА, 50 мМ HEPES, рН 7.0, 200 мМ
NaCl) в соотношении 1 : 3, добавляли 5 мкл 0.2 М
PMSF и 1 мкл коктейля ингибиторов протеаз
(“Sigma”, США) и центрифугировали при 12000 g
в течение 30 мин при 4°С. Осветленный гомоге-
нат (супернатант) отбирали и смешивали с буфе-
ром для нанесения образцов (50% сахароза, 0.01%
бромфенолового синего) в соотношении 5 : 1.
Электрофорез проводили в нативном 12.5%-ном
ПААГ [29] в буферной системе TBE (7.6 мл H2O,
1 мл 10× TBE-буфера, 1.2 мл 30% акриламид/бис-
акриламид), 40 мкл 0.5 M ATР, 50 мкл 1 M MgCl2,
100 мкл 10% PSA, 10 мкл TEMED) при 6‒8°С в
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камере для электрофореза (“Bio-Rad”, США). В
лунки вносили по 25‒40 мкг осветленного гомо-
гената.

SDS-ПААГ-электрофорез. Аликвоты освет-
ленного гомогената, содержащие 80 мкг белка,
разводили в буфере для нанесения образцов, вы-
держивали в течение 4 мин на водяной бане при
95°С и затем проводили денатурирующий элек-
трофорез в 12%-ном SDS-ПААГ (160 V).

Иммуноблотинг для идентификации белка
ALAD. Перенос белков из геля на нитроцеллю-
лозную мембрану (“Bio-Rad”) проводили в буфе-
ре для “мокрого” переноса с SDS (25 мМ Трис,
92 мМ глицин, 0.05% SDS с метанолом, pH 8.3) в
течение 12 ч при постоянном токе 30 V и 4°С. По-
сле переноса белков из геля мембрану помещали
в чашку Петри и заливали красителем Понсо на
30 с, затем отмывали дистиллированной водой
2‒3 раза и помещали в TNT-буфер (20 мM Трис-
HCl, pH 7.6, 150 мM NaCl, 0.01% Tween-20). Мем-
брану в течение 2 ч инкубировали с поликлональ-
ными антителами кролика (#ARP41657_P050; “Avi-
va Systems Biology”, Канада; разведение 1 : 1000) к
структурному домену белка ALAD, отмывали
TNT-буфером и блокировали 5%-ным молоком
(“GE Healthcare”, США) на TNT-буфере. В каче-
стве вторичных использовали антитела козы про-
тив IgG кролика, коньюгированные с пероксида-
зой хрена (goat anti-rabbit IgG (H + L) cross-ad-
sorbed secondary antibody, HRP; “Invitrogen”,
США). Для детекции хемилюминеcценции ис-
пользовали набор ECL Luminol Enhancer Solution
(“GE Healthcare”). Результаты обрабатывали в
программе ImageJ. Содержание белка ALAD оце-
нивали по отношению к общему белку в пробе.

Хромато-масс-спектрометрический анализ. Зо-
ны, соответствующие подвижности белка ALAD,
вырезали из геля, окрашенного Coomassie R250.
Для протеолиза использовали трипсин. Образцы
загружали на преколонку размером 50 × 0.1 мм
(Inertsil ODS-3 HPLC Column 3 μm; “GL Scien-
ces”, Япония) в растворе, содержащем 2% ацето-
нитрила, 98% H2O, 0.1% трифторуксусной кисло-
ты, при скорости потока 4 мкл/мин. Хроматогра-
фию проводили при комнатной температуре на
колонке из плавленного кварца (300 × 0.1 мм), из-
готовленной на приборе P2000 Laser Puller (“Sut-
ter Instrument”, США), с сорбентом ReproSil-Pur
C18-AQ 1.9 μm (“Dr. Maisch”, Германия). Обра-
щеннофазовую хроматографию проводили на
хроматографе Ultimate 3000 Nano LC System
(“Thermo Fisher Scientific”, США), соединенном
с масс-спектрометром Q Exactive Plus Orbitrap
mass spectrometer (“Thermo Fisher Scientific”) по-
средством наноэлектроспрейного источника
(“Thermo Fisher Scientific”). Для хроматографи-
ческого разделения пептидов использовали си-
стему растворителей А (99.9% вода, 0.1% муравьи-

ная кислота) и Б (19.9% вода, 0.1% муравьиная
кислота, 80% ацетонитрил). Пептиды элюирова-
ли с колонки линейным градиентом: 3 → 35% Б в
течение 55 мин; 35 → 60% Б в течение 5 мин, 60 →
→ 99% Б в течение 0.1 мин, 99% Б в течение 10 мин,
99 → 3% Б в течение 0.1 мин ‒ при скорости пото-
ка 500 нл/мин. Масс-спектрометрический анализ
проводили в режиме DDA (TopN = 10) со следую-
щими настройками прибора: MS1 сканирование ‒
разрешение 70000, диапазон сканирования ‒
200‒1600 m/z, максимальное время инжекции
ионов – 35 мс, уровень AGC – 3 × 106, MS2 ска-
нирование ‒ разрешение 17 500, HCD фрагмен-
тация c энергией 30%, максимальное время ин-
жекции ионов – 80 мс, уровень AGC – 1 × 105.

Анализ данных масс-спектрометрии. Получен-
ные данные анализировали при помощи компью-
терной программы Peaks studio 10.0 (“Bioinforma-
tics Solutions Inc.”) [30]. Идентификацию белков
проводили посредством корреляции тандемных
масс-спектров с базой данных аминокислотных
последовательностей Halisarca dujardinii (NCBI,
PRJNA594150), полученной нами ранее, со следую-
щими параметрами: постоянная модификация ‒
Cys-карбамидометилирование, переменные моди-
фикации ‒ дезамидирование Asn/Gln и окисление
Met, допустимый уровень ложноположительных
идентификаций пептидов – 0.01 (определялся по
реверсной базе данных аминокислотных последо-
вательностей), специфичность протеазы ‒ C-кон-
цевые остатки Arg и Lys (при поиске в базе данных
допускалось до двух пропущенных сайтов гидро-
лиза). При идентификации пептидов допускалось
отклонение экспериментально полученной массы
пептида от его теоретической массы до 10 мДа, а от-
клонение массы фрагментов – до 0.05 Да.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

У губки Н. dujardinii найден один ген ALAD. В
его состав входит 9 экзонов, а промоторная об-
ласть обладает сходством с housekeeping-промо-
тором гена человека: по CG-богатой последова-
тельности и сайту связывания с транскрипцион-
ным фактором GATA-1 (рис. 1). На основе
транскриптомных сборок для H. dujardinii, опи-
санных нами ранее (NCBI: PRJNA594150), иден-
тифицирована мажорная изоформа ALAD, вклю-
чающая 9 экзонов, и укороченные транскрипты.
Найденные элементы позволяют предположить,
что в регуляцию экспрессии гена ALAD H. dujar-
dinii, как и у млекопитающих, вовлечены тран-
скрипционный фактор GATA-1 и метилирование
ДНК. Наличие нескольких транскриптов ALAD
описано ранее у моллюсков [31]. Укороченные
формы ALAD обнаружены также при некоторых
мутациях гена ALAD у человека [32].
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Ранее установлено, что ALAD/hemB относит-
ся к наиболее эволюционно консервативным
среди белков биосинтеза гема, в отличие от гло-
бинов ADGB и NGB, которые накапливают ами-
нокислотные замены быстрее [16]. С целью срав-
нить функциональные домены ALAD/hemB гу-
бок с таковыми у других видов (табл. 1) мы
построили множественные выравнивания амино-
кислотных последовательностей ALAD/hemB гу-
бок, беспозвоночных, растений, грибов, бактерий и
человека (рис. 2а). В отношении аминокислотной
последовательности ALAD/hemB найдено высо-
кое сходство губок с другими беспозвоночными.
Эти белки содержат консервативные функцио-
нальные домены каталитического сайта, домены
связывания ионов Zn2+ и “крышки” активного
центра. Белки ALAD губок класса Demospongia
кластеризуются вместе и удалены от белков губок
класса Calcarea (рис. 2в). ALAD морских губок
Amphimedon queenslandica и Petrosia ficiformis явля-
ются наиболее дивергентными среди класса
Demospongia. Представители подкласса Hetero-
scleromorpha образуют единую группу на дереве,
но ALAD морских губок H. dujarinii и Chondro-
sia_reniform не входят в нее (рис. 2в).

Для предсказания трехмерной структуры
ALAD губки H. dujardinii использовали данные
для ALAD человека. Идентичность аминокислот-
ных последовательностей ALAD губки и человека
(PDB: 5HMS) составляет 65.9%, а покрытие ис-
пользованных для моделирования оснований

(2‒325) ‒ 98%. N-концевой участок ALAD/hemB
губок короткий, наименее консервативен и имеет
замены в ключевых остатках функционального
домена: S5M и F12H (N-концевой участок плеча)
(рис. 2а, б). Кроме этих замен ALAD H. dujarinii
несет замену T127A в металлсвязывающем центре
и V275M. Короткий участок (до S5) N-концевого
плеча одной субъединицы затрудняет взаимодей-
ствие с R240 С-доменов двух других субъединиц
ALAD и формирование мультимеров ALAD/hemB
(рис. 2б). Показано, что такие замены в N-конце-
вом плече и в металлсвязывающем центре приво-
дят к снижению активности фермента [4, 33, 34].

С целью охарактеризовать экспрессию генов
белков биосинтеза гема: ALAS, ALAD, NGB,
ADGB, ферритинов Ft1a/b и Ft2, ‒ а также фак-
торов NF-κB1, BCL2, NOS1 в процессах диссоци-
ации и реагрегации клеток губки H. dujardinii в
разные периоды годового цикла мы сравнили ме-
тодом RNA-seq уровень их экспрессии в интакт-
ном теле, диссоциированных клетках и клеточ-
ных агрегатах губок, собранных в разные сезоны
и, следовательно, в разные периоды жизненного
цикла губок. В интактном теле губок наибольший
уровень экспрессии характерен для генов ферри-
тинов Ft1a/b [16] во все исследованные периоды
жизни (рис. 3). Экспрессия генов белков биосин-
теза гема: ALAD и ADGB ‒ в теле губок, собран-
ных летом, была ниже, а NGB выше, чем в другие
исследованные периоды (рис. 3). Экспрессия ALAD
в клеточных агрегатах губок, собранных во все ис-

Рис. 1. Структура генов ALAD H. dujardinii (а) и человека (б). Черными прямоугольниками обозначены экзоны, узкие
прямоугольники соответствуют нетранслируемым областям. Синими цифрами указаны размеры интронов, крас-
ными ‒ размеры CpG-островков, буквами на сером фоне — последовательности сайтов связывания. Длина 5'-не-
транслируемой области (5'UTR) мРНК ALAD H. dujardinii подтверждена экспериментально. hk — housekeeping про-
мотор; транскрипционные факторы: GATA1 — эритроидный фактор транскрипции, PCBP1 — поли(rC)-связываю-
щий белок 1, SP1 — белок специфичности 1, KLF1 — Krüppel-подобный фактор 1.
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Таблица 1. Последовательности ALAD, которые использованы в выравнивании (рис. 2)

a Все последовательности присутствуют в базе данных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), кроме ALAD Ephydatia muelleri,
Lubomirskia baikalensis, Oscarella_pearsei, Sycon ciliatum и Mnemiopsis leidyi.

b https://spaces.facsci.ualberta.ca/ephybase/
c https://figshare.com/articles/Transcriptomic_and_genomic_assemblies_Lake_Baikal_Sponge_Data/6819812
d http://www.compagen.org/datasets.html
e https://kona.nhgri.nih.gov/mnemiopsis/

Организм Аббревиатура ID в Genbanka

Homo sapiens H.sap NP_000022.3

Halisarca dujardinii H.duj QEH04756.1

Halichondria panicea H.pan QIA61829.1

Amphimedon queenslandica A.que XP_019852250.1

Suberites domuncula S.dom CAE02648.1

Ephydatia muelleri E.mue Em0016g656ab

Lubomirskia baicalensis L.bai A8_TRINITY_DN16294_c0_g1_i1c

Chondrosia_reniform ‒ OX359193.1

Spongilla_lacustris ‒ OX442424.1

Agelas_oroides ‒ OX422197.1

Oscarella pearsei ‒ m.7375d

Oscarella lobularis ‒ OX382157.1

Petrosia ficiformis ‒ OX345639.1

Leucosolenia complicata ‒ Gene.107319

Sycon ciliatum ‒ scpid88365d

Trichoplax sp. T sp. RDD46522.1

Mnemiopsis leidyi M.lei см. примечаниеe

Saccharomyces cerevisiae S.cer AJR94895.1

Arabidopsis thaliana A.tha OAP13053.1

Paramecium octaurelia P.oct CAD8165915.1

Kiritimatiellae bacterium K.bac MBP7274600.1

Рис. 2. Домены и вторичная структура белка ALAD губок. а ‒ Множественное выравнивание аминокислотных после-
довательностей ALAD: человека, базальных животных, грибов, растений, одноклеточных и бактерий (см. табл. 1). Ну-
мерация аминокислот соответствует нумерации b-изоформы ALAD человека (ALAD-b). Аминокислоты, идентичные
у разных видов, обозначены черным цветом. Стрелками показаны консервативные остатки Lys и Arg. Зеленым цветом
выделены аминокислоты, играющие ключевую роль в формировании четвертичной структуры ALAD человека. Розо-
вым цветом обозначено N-концевое плечо; желтым ‒ металлсвязывающий сайт; голубым ‒ “крышка” активного цен-
тра. б ‒ 3D-структуры областей, соответствующих N-концевому плечу ALAD-b человека и ALAD губки H. dujardinii.
Выбранная структура ALAD Homo sapiens (PDB: 5HMS) представляет собой октамер. Значения GMQE (Global Model
Quality Estimate) = 0.90, QSQE (Quaternary Structure Quality Estimate) = 0.94 для 5HMS; например, для мыши (PDB:
2Z1B) они составляли 0.83 и 0.55 соответственно. RMSD (Root-Mean-Square Deviation of atomic positions) составляет
0.59 Å. Эта структура выбрана как обладающая наиболее высокими оценками качества предполагаемых моделей
GMQE и QSQE по сравнению с другими доступными структурами-шаблонами эукариот (мышь, дрожжи) на исполь-
зованном сервере Swiss Model. в ‒ Филогенетическое древо ALAD губок. Максимально правдоподобное дерево ALAD
губок, реконструированное с IQ-TREE; цифры на узлах дерева соответствуют оценкам поддержки узла (в процентах)
методом сверхбыстрого бутстрэпа c 1000 реплик.
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Рис. 2. Окончание.
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следованные сезоны, снижалась, а экспрессия
NGB снижалась только в клеточных агрегатах гу-
бок, собранных летом, но увеличивалась в со-
бранных зимой, весной и осенью (рис. 3). Также
увеличивалась экспрессия генов Ft2 [16], тран-
скрипционного фактора NF-κB и антиапоптоти-
ческого белка BCL2 в клеточных агрегатах губок,
собранных во все исследованные сезоны (рис. 3).
Таким образом, в летний период, характеризую-
щийся повышенной температурой и пониженной
степенью оксигенации морской воды, а также
усилением интенсивности ультрафиолетового
излучения, в теле губки повышена экспрессия ге-
на глобинового белка NGB, но экспрессия гена
ключевого белка цитозольного пути биосинтеза
гема ALAD снижена. Несмотря на различия в
среднем уровне экспрессии в интактном теле губок,
собранных в разные сезоны, для ALAD, NF-κB и
BCL2 наблюдались сходные изменения при реаг-
регации, что свидетельствует о возможном их
участии в регуляции этого процесса. Экспрессия
ALAD снижалась в агрегатах по сравнению с экс-
прессией в тканях. Понижение экспрессии было
стабильным и не зависело от периода репродук-
тивного цикла. Известно, что снижение экспрес-
сии ALAD ассоциировано с развитием злокаче-
ственных опухолей у человека: гепатоцеллюляр-
ной карциномы [6] и рака молочной железы [5].
C. Neslund-Dudas и соавт. [35] сообщали, что
ALAD вовлечен в прогрессирование рака пред-
стательной железы. Можно предположить, что
при развитии опухоли и образовании агрегатов у
губки могут быть задействованы сходные меха-
низмы трансдифференцировки клеток в клеточ-
ные типы со сниженной экспрессией ALAD.

В транскриптомах губки H. dujardinii также бы-
ли идентифицированы ALAD симбиотических
микроорганизмов, в основном бактерий рода Al-
pha- и Gammaproteobacteria. Лучшие совпадения, по-
лученные с помощью инструмента BlastP (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) пу-
тем запроса последовательностей бактериального
ортолога ALAD в базе данных белков NCBI, име-
ют хорошее покрытие последовательностей (80–
100%) и значения идентичности (выше 70%) для
Rhodobacteraceae. Бактериальные симбионты
H. dujardinii могут регулировать биосинтез гема
губки. Известно, что симбиотические грамотри-
цательные бактерии легче утилизируют железо из
гема хозяина [36].

Белок ALAD/hemB губки H. dujardinii имеет
мажорную изоформу с молекулярной массой
35 414.46 Да, состоящую из 325 а.о. и имеющую
изоэлектрическую точку (pI), равную 7.82. Прогно-
зируемая изоэлектрическая точка pI ALAD/hemB
губки H. dujardinii значительно выше рабочего
диапазона ALAD/hemB других животных. Исходя
из этого, мы предположили, что активность
ALAD губки ниже, чем у человека. Методом
масс-спектрометрии идентифицирован белок
ALAD/hemB клеток губки H. dujardinii и обнару-
жено 4 посттрансляционные модификации: ацети-
лирование (А6), карбамидометилирование (С96),
дезамидирование (N185) и окисление (M193) (рис. 4,
табл. 2).

В результате проведенного исследования, со-
стоящего из следующих этапов: фракционирова-
ние экстрактов белков клеток интактного тела
губки, диссоциированных клеток и клеточных аг-
регатов в 12%-ном нативном геле или SDS-ПААГ,
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последующего иммуноблотинга с окрашиванием
специфическими антителами к АLAD, ‒ выявле-
но увеличение содержания ALAD в диссоцииро-
ванных клетках по сравнению с таковым в теле
(рис. 5). Доля активной (октамерной) формы

ALAD увеличивалась в 3.5 раза, тогда как неак-
тивной (гексамерной) увеличивалась незначи-
тельно по сравнению с таковой в интактном теле.
В клеточных агрегатах содержание октамерной и
гексамерной форм ALAD снижалось относитель-

Таблица 2. Данные масс-спектрометрии для белка ALAD

a Показатель PEAKS DB score, отражающий статистическую значимость совпадения спектра пептида c каким-либо из базы
(форма записи p-значения, определяемого программой PEAKS как вероятность того, что ложная идентификация при поис-
ке в базе данных даст такой же или лучший результат соответствия). Значения ‒10 lgP > 30 (эквивалентно p-значениям <
0.001) представляют собой совпадения высокого качества.

b Общее число пептидов.
c Число уникальных пептидов.

Белок NCBI ID ‒10 lgPа Покрытие, % Nt
b Nu

c Посттрансляционные модификации Mr, Да

ALAD QEH04756.1 140.68 30 10 10 Окисление; дезаминирование; карба-
мидометилирование; ацетилирование

35 415

Рис. 3. Экспрессия отдельных дифференциально экспрессирующихся генов белков биосинтеза гема, ферритинов и
белков, связанных с обменом железа, в процессах диссоциации/реагрегации у губки H. dujardinii в разные периоды го-
дового цикла. Большими и маленькими точками обозначены диссоциированные клетки и агрегаты. Экспрессия тран-
скриптов (мРНК) белков в CPM (counts per million, число прочтений, отнесенных к данному транскрипту, на миллион
прочтений) после нормализации методом TMM (trimmed mean of M-values ‒ усеченное среднее М-значений) рассчитана
c использованием программного обеспечения edgeR (https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html).
*Статистически значимые различия экспрессии в интактной ткани между разными сезонными периодами для скор-
ректированных по методу Бенджамини‒Хохберга значений p < 0.001 t-критерия Стьюдента, проведенного для повто-
ров каждого периода относительно зимнего периода. На тепловой карте справа изображены логарифмированные
уровни изменения экспрессии в диссоциированных клетках и агрегатах по отношению к образцам интактной губки
(тело губки) соответствующих сезонных периодов; при этом численные значения указаны только в тех ячейках, где из-
менения на данном контрасте статистически значимы согласно модели дифференциальной экспрессии пакета edgeR
(FDR < 0.001). В связи с тем, что последовательности мРНК минорной и мажорной изоформ ALAD практически
идентичны, их экспрессия рассчитана как сумма.

* ALAS

* ALAD/hemB

* NGB

* Ft2

* NFKB1

* BCL2

* NOS1

ADGB

Ft1a/b

Зима Весна Лето Осень

–1.0
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–0.9

–0.9

–0.9

–0.8

1.6 2.5

1.4

–2.5

0.7

2.3

1.4

–2.0

2.9

1.3

–1.7

–2.0

1.3
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–1–3100001000100100 0 1 3
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но показателей диссоциированных клеток, но со-
хранялось на высоком уровне по сравнению с со-
держанием в интактном теле. Интересно, что в
интактном теле соотношение неактивной формы
ALAD/hemB к активной выше по сравнению с та-
ковыми показателями в клетках и агрегатах. Вы-
сокое содержание неактивной (гексамерной)
формы ALAD/hemB в интактном теле по сравне-
нию с содержанием его активной формы, а также
изменение этого соотношения при диссоциации
и реагрегации можно интерпретировать как тонкий
механизм регуляции этих процессов. Известно, что
в клетках живых организмов существует динамиче-
ское равновесие различных форм ALAD: октамера,
гексамера, димеров и тетрамера. Время сборки
мультимеров и разборки до мономера зависит от
организма, типа и состояния клеток [37], а соот-
ношение различных форм может меняться при
изменении pH, концентрации одно- и двухва-

лентных ионов металлов [38] и в присутствии
морфлоков [4]. Возможно, повышение содержа-
ния активной формы ALAD/hemB при диссоциа-
ции вызывает активацию цитоплазматического
пути биосинтеза гема в определенных клеточных
типах, инициируя процесс реагрегации.

Таким образом, впервые показана аллостери-
ческая модификация ALAD/hemB в процессе
диссоциации губки и реагрегации ее клеток. В ре-
гуляции экспрессии гена ALAD губки может
участвовать транскрипционный фактор GATA-1
и метилирование ДНК [9]. Реагрегация клеток
губки Н. dujardinii сопровождается снижением
экспрессии ALAD и изменением содержания ак-
тивной и неактивной форм белка. Дальнейшее
изучение процессов биосинтеза гема и роли
ALAD/hemB в морфогенетических процессах у
базальных животных позволит идентифициро-

Рис. 4. Аминокислотная последовательность ALAD/hemB и пептиды, определенные с помощью масс-спектрометрии
(серые линии). Указана нумерация, соответствующая ALAD человека (NP_000022.3). Модификации аминокислот
обозначены соответствующими буквами.
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вать мишени, которые могут быть использованы
для коррекции нарушений этих процессов у выс-
ших животных.
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Characteristics of δ-Aminolevulenic Acid Dehydratase 
of the Cold-Water Sponge Halisarca dujardinii

O. I. Kravchuk1, *, A. D. Finoshin1, K. V. Mikhailov2, 3, R. H. Ziganshin4, K. I. Adameyko1,
N. G. Gornostaev1, A. I. Zhurakovskaya1, V. S. Mikhailov1, E. I. Shagimardanova5, and Yu. V. Lyupina1
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Delta-aminolevulinic acid dehydratase (ALAD) is a key enzyme in the cytoplasmic pathway of heme biosyn-
thesis. Here, a primary structure of the ALAD gene of the marine cold-water sponge Halisarca dujardinii, a
multimeric structure of the ALAD/hemB protein, and the ALAD gene expression during the sponge annual
reproductive cycle were analyzed. On the base of results obtained one can suppose that the sponge ALAD gene
expression is regulated by the transcription factor GATA-1 and DNA methylation. Re-aggregation of the
sponge cells was accompanied by a decrease in ALAD expression and a change in the cellular content of the
active ALAD/hemB form. Further study of heme biosynthesis and the role of ALAD/hemB in morphoge-
nesis of basal animals may provide new opportunities for correcting pathologies in higher animals.

Keywords: heme biosynthesis, δ-aminolevulenic acid dehydratase, basal animals, plasticity
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