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Трансглутаминазы  – ферменты, осуществляющие посттрансляционные модификации белков 
и участвующие в регуляции их активности. Впервые показано, что у базального многоклеточного, 
морской губки Halisarca dujardinii, гены трансглутаминаз организованы в  кластер, как 
и  у  млекопитающих. Регуляторные области шести генов трансглутаминаз и  особенности их 
экспрессии в  разные периоды жизненного цикла H. dujardinii указывают на независимую 
регуляцию их экспрессии. Снижение активности трансглутаминаз, вызванное цистамином, 
повышает эффективность восстановления многоклеточной структуры губки после ее механической 
диссоциации. Впервые показано, что у  базального многоклеточного снижение активности 
трансглутаминаз приводит к  увеличению продукции активных форм кислорода. Изучение 
трансглутаминаз базального многоклеточного и других морских организмов важно для понимания 
эволюции и особенностей функционирования этих ферментов у высших животных.
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ВВЕДЕНИЕ
Трансглутаминазы (TGM)  – семейство 

структурно и функционально родственных фер-
ментов, которые катализируют реакции вклю-
чения амина в остатки глутамина и образование 
изопептидной связи между остатками глутамина 
и лизина. Са2+-зависимые TGM животных [1], 
грибов [2] и растений [3] выполняют множество 
важных функций, таких как поддержание це-
лостности мембран и внутриклеточного матрик-
са, регуляция клеточной адгезии и  модуляция 
передачи сигнала [4]. TGM участвуют в  регу-
ляции активности белков-мишеней с помощью 
различных посттрансляционных модификаций, 
включая сшивание белков, аминилирование, 

гидролиз с  конверсией остатка Gln в  Glu [5]. 
Показано участие TGM в  регуляции развития 
эмбрионов как у позвоночных, так и у беспозво-
ночных животных [6, 7]. Бактериальные TGM 
не относятся к Са2+-зависимым ферментам, они 
обладают низкой гомологией с TGM животных 
и менее специфичны [8]. Бактериальные TGM 
находят широкое применение в  производстве 
различных продуктов питания, включая рыбные 
и мясные [9, 10], а также в создании капсул для 
лекарственных средств [11] и производстве био-
разлагаемого пластика [12]. 

Геном человека содержит девять генов TGM: 
TGM1, TGM2, TGM3, TGM4, TGM5, TGM6, 
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TGM7, ген фактора свертываемости кро-
ви FXIIIa (F13A) и  ген мембранного белка 4.2 
(EPB42). Эти гены кодируют восемь каталити-
чески активных и  одну неактивную (EPB42) 
изоформу TGM. Изоформы TGM млекопита-
ющих экспрессируются в различных тканях под 
контролем многоуровневой регуляции [13, 14]. 
TGM1 представлена в эпителиальных тканях [4, 
15, 16]. TGM2 широко распространена в различ-
ных клетках и тканях [17]. TGM3 присутствует 
в  волосяном фолликуле, эпидермисе и  голов-
ном мозге [4], а TGM4 в предстательной железе 
и ее жидкостях, включая семенную [18]. TGM5 
экспрессируется в  основном в  кератиноцитах 
крайней плоти, слизистой оболочке эпителия 
и скелетных мышцах [19]. TGM6 и TGM7 лока-
лизованы в семенниках и легких [4]. F13A нахо-
дится в плазме и является одним из компонен-
тов каскада свертывания крови [20]. EPB42 не 
обладает каталитической активностью, входит 
в состав мембраны эритроцитов, где участвует 
в поддержании ее целостности [21].

У беспозвоночных не найдено большого ко-
личества тканеспецифичных изоформ TGM. 
Клетки ракообразного Pacifastacus leniusculus 
содержат две изоформы TGM [22]. У Drosophila 
melanogaster обнаружены две изоформы, которые 
кодирует один ген (FlyBase ID: FBgn0031975). 
Обе изоформы функционируют и  как внутри-
клеточные, и как внеклеточные [1]. У морского 
ежа Paracentrotus lividus [7], асцидии Ciona intes-
tinalis [23], полихеты [24], гребневиков и губки 
Amphimedon queenslandica [25] найдена только од-
на изоформа TGM.

В регуляции экспрессии генов TGM у  мле-
копитающих участвует индуцируемый гипокси-
ей фактор (HIF-1, Hypoxia-Inducible Factor 1,). 
Экспрессия гена TGM1 в легких увеличивается 
при гипоксии и  регулируется фактором HIF-
1 с  участием мотива HRE (Hypoxia-responsive 
element) [26]. Кроме HRE, промотор гена TGM1 
содержит мотивы связывания транскрипцион-
ных факторов, участвующих в ответе на гипок-
сию: Ap1, AP2, CREB/AP1 и SP1 [26]. В состав 
промотора гена TGM2 входят AP2-мотивы [4], 
а промоторов генов TGM3 и TGM4 – Sp1-мотив 
[4, 18]. Промотор гена TGM5 содержит сайты 
связывания транскрипционных факторов AP1 
и NF1 [19]. Экспрессия гена F13A1 регулируется 
факторами NF1 и Sp1 [4].

Активность TGM связана с продукцией ак-
тивных форм кислорода (reactive oxygen species, 
ROS) [27], причем TGM могут быть основной 
мишенью для передачи сигналов ROS. Внутри-
клеточные ROS активируют TGM2 в  некото-
рых клеточных линиях и снижают в других [28]. 
В  клетках рака легкого и  рака поджелудочной 
железы понижение активности TGM2 приводит 

к  повышению внутриклеточного уровня ROS 
[29, 30]. Однако в  клеточной линии RBL2H3 
лейкоза крыс активность TGM2 необходима 
для продукции ROS [31]. Активность TGM свя-
зана с содержанием ROS и в некоторых клетках 
беспозвоночных. Так, внеклеточная активность 
TGM в гемопоэтических клетках ракообразного 
P. leniusculus повышается при снижении уровня 
ROS, вызванного введением антиоксиданта [32]. 
Данные о функционировании TGM у базальных 
многоклеточных отсутствуют. 

В качестве ингибиторов TGM in vitro и in vi-
vo используют цистамин и цистеамин. В клеточ-
ной среде цистамин превращается в цистеамин, 
который, в свою очередь, действует на остатки 
цистеина в активном центре TGM [33, 34]. 

Губки (Porifera)  – одна из древнейших ли-
ний животных, отделившаяся, вероятно, от фи-
логенетического дерева многоклеточных еще до 
образования тканей. Тело губки представлено 
несколькими типами клеток, которые сохраня-
ют плюрипотентность. Интересно, что пред-
ставители типа Porifera способны к реагрегации 
клеток после диссоциации тела и восстановле-
нию функциональной структуры, то есть к реге-
нерации в масштабе всего организма. Морские 
губки приливной зоны чрезвычайно устойчивы 
к изменению содержания кислорода в воде, они 
представляют собой уникальную модель для из-
учения процессов адаптации клеток к гипоксии 
[35]. Ранее нами было показано, что в процессе 
реагрегации клеток губок происходит повыше-
ние уровня экспрессии нейроглобина, белков, 
ответственных за обмен железа, а также транс-
крипционного фактора HIF [35, 36]. 

В представленной работе изучены функции 
белков TGM, экспрессия которых регулируется 
фактором гипоксии HIF1. Описано разнообра-
зие изоформ TGM у морской губки H. dujardinii, 
показана их возможная роль в процессе реагре-
гации клеток губки после диссоциации и связь 
активности TGM с продукцией ROS.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Образцы губок. Губок H.  dujardinii собира-

ли в  январе 2024 года при температуре воды 
+2…+5°С на субстрате (водорослях) в сублито-
ральной зоне Белого моря в районе д. Нильмо-
губа (координаты 66° 30.145′ с.ш. 33° 07.765′ в.д), 
в месте, где отсутствует опреснение морской во-
ды. К основным факторам, влияющим на содер-
жание кислорода в морской воде, относятся фо-
тосинтетическая активность водорослей и бак-
терий, температура воды и опреснение водами 
ручьев и  речек. Все эти факторы изменяются 
в  течение года. Концентрация растворенного 
кислорода в морской воде меняется в зависимо-
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сти от температуры: снижается с мая по август 
при нагревании воды до +15… +17°С, тогда как 
осенью охлаждение воды до +6….+8°С приво-
дит к росту концентрации кислорода. С другой 
стороны, в  летний период содержание кисло-
рода в воде увеличивается за счет деятельности 
фотосинтезирующих организмов, но при этом 
интенсифицируются также процессы гниения 
и  окисления, которые влияют на метаболиче-
ские процессы у водных животных. Использо-
вание в экспериментах губок зимнего периода, 
когда концентрация кислорода в воде стабиль-
на, позволяет избежать влияния на их метабо-
лизм фотосинтезирующих организмов и окис-
лительных факторов. Клеточный состав губок 
в январе соответствует периоду начала оогенеза 
и  сперматогенеза годового цикла H.  dujardinii 
[37]. Особи H. dujardinii переносили на субстрате 
в аэрируемые аквариумы объемом 5 л с природ-
ной морской водой при +4°С и с соблюдением 
этих условий доставляли в ИБР РАН в течение 
24 ч для экспериментов по реагрегации клеток 
в присутствии цистамина. 

Ингибирование трансглутаминаз (TGM).  
TGM ингибировали цистамином (Cystamine 
Dihydrochloride, “Sigma-Aldrich”, США), ко-
торый растворяли непосредственно перед экс-
периментом в  стерильной морской воде и  до-
бавляли в  чашки с  клеточной суспензией гу-
бок до конечной концентрации 1, 5 и  25  мМ. 
Концентрации цистамина подбирали, исходя 
из кинетики ингибирования TGM человека ци-
стамином [33]. Так, цистамин в концентрации 
0.5  мМ снижал активность TGM в  клеточной 
линии человека DU145 до 5%, а в концентрации 
0.022 мМ подавлял активность рекомбинант-
ной TGM2 на 50%. Клетки губок инкубировали 
с  цистамином в  течение 24 ч,  после этого фо-
тографировали агрегаты клеток или определяли 
содержание ROS.

Реагрегация в присутствии цистамина. Экспе-
римент по реагрегации клеток губки проводили, 
как описано ранее [38, 39]. Губку механически 
диссоциировали на отдельные клетки и высева-
ли в чашки Петри (“Sarstedt”, Германия) из рас-
чета 1×107 клеток на 2 мл морской фильтрован-
ной воды. В  экспериментальные чашки с  кле-
точной суспензией добавляли цистамин (“Sig-
ma-Aldrich”) до концентрации 1, 5 и  25  мМ, 
а в контрольные чашки вносили соответствую-
щее количество фильтрованной морской воды. 
Клетки губок инкубировали в течение 24 ч при 
температуре +5°C. Съемку клеточных агрегатов 
производили в проходящем свете на микроскопе 
Leica DM RXA2 с камерой Olympus DP70. Изо-
бражения анализировали в  программе ImageJ. 
Суточные агрегаты обводили вручную, площадь, 
периметр и округлость каждого агрегата вычис-

ляли по формуле: округлость  = 4p × S/√Р, где 
S – площадь агрегата, а Р – его периметр.

Обнаружение ROS. ROS обнаруживали с по-
мощью 2′,7′-дихлородигидрофлуоресцеиндиа-
цетата (H2DCFDA, “Lumiprobe”) в  клеточной 
суспензии сразу после диссоциации губки и че-
рез 24 ч в агрегатах при температуре +5°C. H2D-
CFDA (1 мкМ) добавляли за 30 мин до начала 
съемки. ROS регистрировали на конфокальном 
лазерном сканирующем микроскопе Carl Zeiss 
LSM 880 ЦКП ИБР РАН в режиме z-stack. Па-
раметры возбуждения и эмиссии составляли 511 
и  533  нм соответственно. Агрегаты обводили 
вручную, интенсивность флуоресценции оцени-
вали, используя функцию “Гистограмма”. Зна-
чения интенсивности менее 15 (в шкале 0…255) 
исключали из анализа, как соответствующие 
фоновым значениям.

Сборка транскриптома и анализ дифференци-
альной экспрессии генов. Предсказание белковых 
продуктов генов TGM проводили с  помощью 
программы TransDecoder v. 5.5 [40] на основе ра-
нее полученной сборки транскриптома (NCBI, 
проект PRJNA594150) как описано ранее [39]. 
Полученные последовательности верифици-
ровали с помощью выравнивания программой 
tblastn из пакета BLAST+ v.2.15 [41] на черновую 
сборку генома H. dujardinii, выполненную с по-
мощью программ Masurca v. 4.10 [42][42] и Pilon 
v. 1.24 [43] (неопубликованные данные). Диффе-
ренциальную экспрессию генов губки в разные 
сезоны года анализировали согласно [39]. Экс-
прессию транскриптов (мРНК) рассчитывали 
после нормализации методом TMM (trimmed 
mean of M-values – усеченное среднее М-значе-
ний) в CPM (counts per million, число прочтений, 
отнесенных к данному транскрипту, на милли-
он прочтений) c использованием программного 
обеспечения edgeR [44]. Статистическая модель 
edgeR для расчета уровня значимости учитыва-
ла сезон и стадию реагрегации. Долю ложнопо-
ложительных результатов (FDR) контролирова-
ли методом Бенджамини–Хохберга: изменение 
экспрессии считали статистически значимым 
при FDR < 0.001. 

Филогенетический анализ TGM животных. На-
бор последовательностей для филогенетическо-
го анализа TGM составлен на основе ортогрупп, 
реконструированных ранее с OrthoFinder v.2.5.5 
[45]. Ортогруппа, соответствующая семейству 
TGM животных, была идентифицирована по 
белкам человека TGM1-7, F13A1 и EPB42. Для 
расширения таксономического состава TGM 
губок к  последовательностям A. queenslandica 
и H. dujardinii, имеющимся в ортогруппе, были 
добавлены TGM, найденные при помощи HM-
MER v.3.4 [46] в геномных и транскриптомных 
данных губок Sycon ciliatum, Ephydatia muelleri, 
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и  Lubomirskia spp. Также к  набору добавлены 
TGM губок Geodia barretti и  Oopsacas minuta, 
найденные в базе данных NCBI nr при помощи 
программы blastp из пакета BLAST+ v.2.15. Все 
собранные последовательности выравнены про-
граммой MAFFT v. 7.475 [47] с использованием 
алгоритма L-INS-i. Последовательности из S. 
ciliatum, E. muelleri, Lubomirskia spp., у которых 
обнаружена архитектура со сдвоенным доменом 
TGM, были разделены на две части (N и C) для 
филогенетического анализа. Перед построением 
дерева из выравнивания при помощи програм-
мы trimAl v.1.2 были удалены участки, содержа-
щие >70% пробелов [48]. Реконструкция фило-
генетического дерева выполнена методом мак-
симального правдоподобия при помощи пакета 
IQ-TREE v.1.6.12 [49]: эволюционная модель для 
реконструкции (LG+R7) выбрана автомати-
чески с помощью ModelFinder [50], поддержка 
узлов дерева оценена с  использованием мето-
да сверхбыстрого бутстрэпа UFBoot [51] с 1000 
реплик. Построенное дерево визуализировано 
в программе MEGA v.7.0.21 [52].

SDS-ПААГ-электрофорез и  хромато-масс-
спектрометрический анализ. Аликвоты освет-
ленных гомогенатов, содержащих 80 мкг белка, 
смешивали с  буфером для нанесения образца, 
смесь нагревали на водяной бане при 95°C в те-
чение 4 мин для денатурации белков. Денатури-
рованные образцы белка подвергали электрофо-
резу в 10%-ном полиакриламидном геле с SDS 
(SDS-ПААГ-электрофорез) при 160 В. Поло-
ску геля, соответствующую подвижности TGM 
H. dujardinii с молекулярной массой в диапазоне 
70 и 85 кДа, вырезали из SDS-геля, окрашенного 
Кумасси R250, и проводили хромато-масс-спек-
трометрический анализ, как описано ранее [39].

Поиск бактериальных TGM. Поиск белков 
с доменами TGM PF01841 (IPR002931) и PF09017 
(IPR015107) проводили в транскриптомной базе 
H. dujardinii (NCBI, PRJNA594150) с помощью 
программы HMMER v.3.4 [46].

Статистический анализ. Результаты микро-
скопии анализировали при помощи встроен-
ных функций языка R v.3.4 и визуализировали 

с использованием пакета R ggplot2 v.3.4.4 [53]. 
По полученным гистограммам вычисляли ме-
дианные значения уровней интенсивности флу-
оресценции каждого образца. Показатели пло-
щади агрегатов использовали в исходном виде. 
Каждую группу образцов попарно сравнивали 
с  контрольной с  помощью критерия Манна‒
Уитни. Использовали стандартный уровень зна-
чимости p <0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Гены трансглутаминаз губки H. dujardinii 
образуют кластер

На основе транскриптомных сборок губ-
ки H. dujardinii, описанных нами ранее (NCBI: 
PRJNA594150), идентифицированы шесть транс-
криптов TGM, которые мы именуем далее TGM 
x1‒TGM x6. Аминокислотные последователь-
ности TGM H. dujardinii имеют низкое сходство 
с белками человека (табл. 1). Аминокислотная 
последовательность TGM х6 в наибольшей сте-
пени отличалась от TGM х1–х5. На филогенети-
ческом дереве TGM животных большинство по-
следовательностей TGM губок образуют единую 
группу с умеренной поддержкой (61% бутстрэ-
па), которая включает все TGM представителей 
Demospongiae, а также TGM известковой губки 
S. ciliatum и стеклянной губки O. minuta (рис. 1). 
Два дополнительных представителя семейства 
TGM из O. minuta кластеризуются отдельно от 
основной группы TGM губок, ближе к  корню 
дерева. Внутри основной группы TGM из H. 
dujardinii расходятся на две ветви, где TGM x1–
TGM x5 образуют единую кладу, указывающую 
на серию относительно недавних дупликаций, 
сформировавших эту группу паралогов, а TGM 
x6 соответствует более древней дупликации, 
предположительно предшествующей диверген-
ции Demospongiae и стеклянных губок (рис. 1). 
Анализ выравнивания TGM также показал, что 
несколько видов губок (S. ciliatum и представи-
телей Spongillida) содержат белки, состоящие из 
двух мономеров TGM, при этом обе части таких 
белков являются древними паралогами (N-half 
и C-half на рис. 1). Эти белки появились в ре-

Таблица 1. Трансглутаминазы Halisarca dujardinii

Трансглутаминаза Лучший белковый результат BLAST у человека
Транскрипт 

(мРНК)
Регистрационный номер 

GenВank Трансглутаминаза Регистрационный  
номер GenВank Идентичность, %

TGM x1 PP198099 TGM4 ACF75748.1 33.23
TGM x2 PP198100 TGM1 AAA61156.1 27.57
TGM x3 PP198101 TGM1 AAA61156.1 36.64
TGM x4 PP198102 TGM1 AAA61156.1 33.73
TGM x5 PP198103 TGM1 AAA61156.1 35.67
TGM x6 PP198104 TGM1 AAA61156.1 29.88
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зультате древней дупликации и  последующего 
слияния дуплицированных генов TGM. 

С помощью программы BLAST в геномных 
последовательностях H. dujardinii обнаружены 
шесть генов, каждый из которых соответствует 
найденным транскриптам. Пять из шести генов 
(TGM x1–TGM x5) организованы в генный кла-
стер на одной хромосоме (рис. 2а). Ген TGM x6, 
относящийся к другой ветви на филогенетиче-

ском древе, в этот кластер не входит и лежит на 
другом скаффолде. 

Ни один из генов кластера TGM x1–TGM 
x5 не имеет TATA-содержащего промотора, но 
5´-последовательности этих генов несут неко-
торые цис-регуляторные элементы, связанные 
с  ответом на гипоксию (табл. 2, рис. 2а). Эти 
регуляторные элементы отсутствуют в гене TGM 
x6, но он содержит ТАТА-бокс.

Рис. 1. Филогенетическое дерево TGM животных. Цифры на узлах дерева соответствуют оценкам поддержки узла 
методом сверхбыстрого бутстрэпа UFBoot с 1000 реплик.
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Бактериальные трансглутаминазы

В транскриптомных библиотеках H. dujardinii 
(SRX7284265, SRX7284266, SRX7284271, 
SRX7284272, SRX7284273, SRX7284274), вклю-
чающих также бактериальные симбионты, бак-
териальные TGM не обнаружены.

Особенности экспрессии генов TGM  
губки H. dujardinii

Чтобы оценить вклад генов TGM в процес-
сы диссоциации и  реагрегации клеток губки 
H. dujardinii, мы сравнили уровни их экспрессии 
в ткани тела губки, диссоциированных клетках 
и клеточных агрегатах спустя 24 ч после диссо-
циации губок. Транскриптомное профилиро-
вание методом РНК-Seq проводили на губках, 
собранных в  разные сезоны, то есть в  разные 
периоды их жизненного цикла. Выявлены раз-
личия в экспрессии разных генов TGM (рис. 3) 
в  течение годового цикла губки. Ген TGM x3 
экспрессировался на высоком уровне на протя-
жении всего года, а TGM x5 – на низкой. Экс-
прессия гена TGM x3 была выше, а TGM x4 ни-
же в  летний период, который характеризуется 
высокой температурой и  низким содержанием 
кислорода в воде. Наиболее стабильными изме-
нения экспрессии в процессе реагрегации были 
у  двух генов  – TGM x1 и  TGM x5, экспрессия 
этих генов в агрегатах снижалась.

Особенности трансглутаминаз H. dujardinii
Для предсказания возможной фермента-

тивной активности TGM проведено выравни-
вание аннотированных нами аминокислотных 
последовательностей каталитических сайтов, 
ответственных за переамидирование в субстра-
те (рис. 4). Каталитические сайты отмечены на 
основе опубликованных данных [58].

TGM губки H. dujardinii имеют низкое сход-
ство как между собой, так и  с  TGM человека 
(табл. 1). Однако пять TGM H. dujardinii сохра-
няют активные остатки цистеина, гистидина 
и  аспарагиновой кислоты, необходимые для 
каталитической активности (рис. 4). Отсутствие 
ферментативной активности как у TGM x2, так 

Таблица 2. Нуклеотидные последовательности 
5´-области, участвующие в регуляции экспрессии 
генов TGM 

Регуляторный 
элемент

Нуклеотидная  
последовательность Источник

AP1
5´-TGAGGTCT-3´

[54]5´-TGACTCT-3´
5´-TGACATCA-3´

AP2 5´-TACCCCCCCCCACT-3´ [55]
CREB/AP1 5´-TGATGTCA-3´ [26]
HRE 5´-RCGTG-3´ [56]
NF1 5´-GCCAA-3´ [55]
SP1 5´-GGGCGG-3´ [57]

Рис. 2. Гены TGM губки H. dujardinii (а) и человека (б). Цифрами указаны расстояния между генами в парах ну-
клеотидов. В 5´-области генов губки H. dujardinii показаны регуляторные последовательности: ТАТА-бокс; HRE – 
элемент, отвечающий на гипоксию; AP1, SP1, CREB/AP1 – сайты связывания с соответствующими транскрипци-
онными факторами.
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и у EPB42 человека, по-видимому, обусловлено 
заменой Cys376Ser.

Для идентификации белковых продуктов 
лизаты клеток губки H. dujardinii фракциони-
ровали с  помощью SDS-ПААГ-электрофореза 
и  анализировали зону геля, соответствующую 
предсказанным молекулярным массам TGM. 
С  помощью масс-cпектрометрии обнаружены 
два белка – TGM x3 и TGM x5 (рис. 5, табл. 3). 
Оба белка экспрессируются генами, входящими 
в генный кластер.

Участие трансглутаминаз в восстановлении 
многоклеточной структуры губки

Реагрегацию клеток губок изучали в  при-
сутствии разных концентраций цистамина [33] 
в  инкубационной среде. Оказалось, что через 
2  ч после механической диссоциации губки 
в суспензии клеток, инкубированной в присут-
ствии 1–25 мМ цистамина, число неагрегиро-
ванных клеток было меньше, а размер агрегатов 
крупнее, чем в контроле без добавки цистамина 
(рис. 6). 
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Рис. 3. Экспрессия генов TGM при диссоциации/реагрегации губки H. dujardinii в разные периоды годового цик-
ла. Слева показан уровень экспрессии генов в ткани тела губки в разные периоды годового цикла. Голубым, са-
латовым, розовым и оранжевым цветом обозначены зима, весна, лето и осень соответственно. *Статистически 
значимые различия в экспрессии генов TGM в ткани тела губки в разные сезоны. Справа показано изменение 
экспрессии в диссоциированных клетках и клеточных агрегатах по сравнению с интактной губкой. Большими 
и маленькими точками обозначены диссоциированные клетки и агрегаты. Справа на тепловой карте приведены 
только статистически значимые различия (FDR < 0.001, см. Экспериментальную часть).
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Рис. 4. Выравнивание аминокислотных последовательностей каталитических сайтов TGM H. dujardinii и человека. 
Стрелками и рамками выделены каталитические остатки цистеина 376 (Cys376), гистидина 435 (His435) и аспара-
гиновой кислоты 458 (Asp458), необходимые для каталитической активности. Голубым показаны замены ключевых 
аминокислот. Нумерация приведена для TGM1 H. sapiens.
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Динамика ROS при ингибировании 
трансглутаминаз в процессе реагрегации  

клеток губки

Анализ ROS в клетках суспензии, получен-
ной после диссоциации губки, выявил клетки 
с высоким и низким содержанием ROS. Одна-
ко не обнаружено связи ROS с  определенны-
ми морфологическими параметрами клеток 
(рис. 8). 

Через 24 ч после диссоциации губки наблю-
дается повышение содержания ROS в  клетках 
агрегатов, образовавшихся в  присутствии ци-
стамина (рис. 9). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
TGM млекопитающих изучают в связи с их 

возможным участием в  патогенезе различных 
заболеваний. Эти ферменты также служат ми-
шенями в терапии опухолей [30, 59], нейроде-
генеративных заболеваний [60], катаракты [34], 
хронических заболеваний почек [61]. Инфор-
мация о функционировании TGM у базальных 
животных отсутствует.

У морской губки H. dujardinii нами обнару-
жены шесть изоформ TGM, одна из которых, 
предположительно, не обладает ферментатив-
ной активностью. Пять из шести генов TGM об-
разуют кластер (рис. 2), что, по-видимому, рас-
пространено достаточно широко. Кластерная 
организация генов TGM наблюдается и у млеко-
питающих [61]. Об этом также свидетельствуют 

Рис. 5. Электрофоретический анализ белков в 10%-
ном SDS-ПААГ, окрашивание Coomassie R250. М – 
маркер молекулярной массы; H. d. – осветленный 
гомогенат клеточной суспензии H. dujardinii. Стрел-
кой показана зона, использованная для идентифи-
кации TGM H. dujardinii методом масс-спектроме-
трии.

кДа М H.d.

100

70

Таблица 3. Данные масс-спектрометрического анализа трансглутаминаз H. dujardinii

Фермент NCBI ID –10 lgPа Покры-
тие, % Уникальный пептид Посттрансляционная 

модификация Mr, Да

TGM x3 PP198101 258.93 9.20 ADIAVGPK
AGEASTVTASFR

FGLDSELR
GVVEVPIR
IWAGSYK
LDSELR

LTPEEYVGK
SPVHVSR

68485.4

TGM x5 PP198103 264.39 8.30 AAAAVAEAR
GESPAFK

HPEGSLEER
IITC(+57.02)SVK

SIDFYFDEK
THGEVVR

VPLGSIATVK

Карбамидометилиро-
вание

77619.2

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

Через 24 ч после диссоциации в контрольных 
и опытных образцах клеточной суспензии обра-
зовались округлые клеточные агрегаты. Размер 
агрегатов в присутствии цистамина (ингибитора 
TGM) в концентрации 1 мМ был таким же, как 
в контроле, а при 5 и 25 мМ был в среднем боль-
ше, чем в контроле (рис. 7).
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5 мкм

5 мкм

Рис. 8. Конфокальная микроскопия суспензии кле-
ток губки H. dujardinii. Зеленым цветом показана 
флуоресценция клеток после добавления в инкуба-
ционную среду H2DCFDA. Белыми стрелками пока-
заны мелкие округлые клетки, черными – крупные 
с выростами.

а б в г

50 мкм

50 мкм

Рис. 6. Клеточная суспензия через 2 ч после диссоциации губки. а – Контроль. б–г – Суспензия в присутствии 1, 
5, 25 мМ цистамина. Шкала – 50 мкм.
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Рис. 7. Агрегаты клеток через 24 ч после диссоциа-
ции губки, образовавшиеся в отсутствие (а) и в при-
сутствии цистамина в концентрации 1 мМ (б); 5 мМ 
(в) и 25 мМ (г). Шкала – 100 мкм. д – Сравнитель-
ный анализ площади агрегатов.
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обнаруженные нами у нескольких губок слитые 
белки TGM, предположительно возникшие пу-
тем слияния соседних генов в древнем кластере 
(рис. 1). Изоформы TGM могут экспрессиро-
ваться в  разных типах клеток или при разном 
физиологическом состоянии губок. Об этом 
говорит разнообразие регуляторных последова-
тельностей этих генов и их дифференциальная 
экспрессия в разные периоды годового жизнен-
ного цикла губки. Так, в летний период, отли-
чающийся повышенным содержанием кислоро-
да и большим количества фотосинтезирующих 
бактерий в воде, наблюдается увеличение экс-
прессии TGM x3, но снижение TGM x1, x2 и x6. 
Низкая гомология изоформ TMG H. dujardinii 

позволяет предположить, что они могут выпол-
нять различные функции. Несмотря на низкую 
гомологию с  ферментами человека, все TGM 
H. dujardinii, кроме TGM x6, сохранили актив-
ные каталитические центры. TGM x6 с заменой 
Cys376Ser может выполнять важные функции 
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в клетке, подобно EPB42 человека, мутация ко-
торой приводит к наследственному сфероцито-
зу [62]. Таким образом, TGM H. dujardinii про-
изошли уже после обособления губок от обще-
го ствола с  животными и  являются продуктом 
дупликаций, специфичных для губок.

Процесс механической диссоциации губки 
сопровождается нарушением питания клеток 
из-за разрушения водоносной системы и окси-
генации клеток, что приводит к метаболическо-
му стрессу. Ранее мы показали, что диссоциация 
тела губки на отдельные клетки сопровождается 
снижением экспрессии генов, связанных с био-
синтезом гема, обменом железа и реакцией на 
гипоксию [35]. В процессе образования агрега-
тов наблюдается повышение экспрессии антиа-
поптотического фактора BCL2 [35, 36]. Извест-
но, что TGM вовлечены в формирование устой-
чивости к метаболическому стрессу [63], а также 
участвуют в регуляции апоптоза как в качестве 
антиапоптотического, так и проапоптотическо-
го фактора в зависимости от физиологическо-
го состояния клеток [5]. Уровень экспрессии 

TGM контролируется ROS и связан с активно-
стью BCL2 [30]. Добавление ингибитора TGM 
в клеточную суспензию может запускать разно-
направленные процессы в зависимости от типа 
клеток. млекопитающих Показано, что ингиби-
торы TGM цистамин и цистеамин могут инду-
цировать гибель клеток млекопитающих опреде-
ленного типа [64]. Ингибирование TGM уско-
ряло агрегацию клеток губки на ранней стадии 
(2 ч после диссоциации), увеличивало средний 
размер клеточных агрегатов (к 24 ч) и приводи-
ло к  увеличению продукции ROS в  агрегатах. 
Известно, что TGM, находящиеся на клеточной 
поверхности, участвуют в регуляции адгезии [65, 
66]. Наблюдаемое ускорение агрегации клеток 
губки в присутствии цистамина (рис. 6) может 
быть обусловлено изменением скорости клеточ-
ной адгезии. Подавление активности TGM мо-
жет приводить также к увеличению экспрессии 
BCL2 в клетках, находящихся в состоянии мета-
болического стресса [30]. 

Цистамин действует как окислительно-вос-
становительный модификатор, способный ре-
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Рис. 9. Флуоресценция клеточных агрегатов после добавления в инкубационную среду H2DCFDA. а,б – Контроль. 
В присутствии цистамина: в,г – 1 мМ; д,е – 5 мМ; ж,з – 25 мМ. и – Сравнительный анализ интенсивности флу-
оресценции.
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гулировать ROS внутри клетки [67]. Увеличение 
содержания ROS в агрегатах в присутствии ци-
стамина как в низкой (1 мкМ), так и в высокой 
(5–25 мкМ) концентрации обусловлено, воз-
можно, ингибированием разных активностей 
TGM. В  одном случае цистамин препятствует 
сшивающей активности TGM, действуя в  ка-
честве альтернативного субстрата [68], в другом 
ингибирует активность TGM, изменяя дисуль-
фидные связи активного остатка Cys376 [69]. 
Возможно также переключение активностей 
между этими двумя механизмами. TGM уча-
ствует в регуляции клеточного цикла, пролифе-
рации и дифференцировки клеток посредством 
трансамидирования ядерных белков [6]. Боль-
шое количество данных указывает на участие 
моноаминов во внутриклеточной регуляции по-
средством таких посттрансляционных модифи-
каций, как серотонилирование [70, 71]. Можно 
предположить, что подобные механизмы уча-
ствуют и в регуляции реагрегации клеток губки.

Еще одной причиной повышения ROS при 
воздействии цистамина может быть уменьшение 
уровня глутатиона – антиоксиданта, играющего 
важную роль в поддержании окислительно-вос-
становительного статуса клеток. Известно, что 
в некоторых клеточных линиях млекопитающих 
цистамин снижает уровень внутриклеточного 
глутатиона, ингибируя ключевой фермент его 
синтеза – глутамилцистеин-синтетазу, посред-
ством реакции обмена между сульфгидрильны-
ми группами. Введение цистамина крысам вы-
зывает истощение запасов глутатиона в клетках 
[64]. ROS является детектором состояния клет-
ки, участвующим в  регуляции многих процес-
сов, в том числе, в ингибировании TGM. Изу-
чение изменений уровня глутатиона в  клетках 
губок после обработки цистамином будет про-
должено.

Губки являются симбиотическими организ
мами, они существуют только в симбиозе с бак-
териями [72]. Метаболические пути губок и ми-
кроорганизмов взаимосвязаны. Однако мы не 
обнаружили бактериальные TGM в  образцах 
H. dujardinii. Таким образом, участие бактери-
альных TGM в процессе реагрегации клеток H. 
dujardinii представляется маловероятным.

Проведенное исследование губки H. dujardinii 
показало, что это эволюционно древнее живот-
ное имеет сложно устроенный кластер генов 
TGM, обеспечивающий дифференциальную 
экспрессию изоформ в жизненном цикле. Не-
смотря на низкий уровень гомологии, TGM 
губок сохраняют консервативные каталити-
ческие центры и,  вероятно, функции сходные 
с  ферментами млекопитающих. Исследование 
биохимических путей базального многоклеточ-
ного животного важно для понимания эволю-

ции молекулярных механизмов у позвоночных. 
Изучение морских губок имеет и практическое 
значение, поскольку они являются важным 
источником биологически активных веществ, 
в  том числе, обладающих противоопухолевой 
активностью [73]. TGM морских губок могут 
в  перспективе использоваться для модифика-
ции и  сшивания белков в  фармацевтической 
и пищевой промышленности.
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Structure and Function of the Transglutaminase Cluster in the Basal Metazoan 
Halisarca dujardinii (Sponge)
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Transglutaminases are enzymes that carry out post-translational modifications of proteins and participate in 
the regulation of their activities. Here, we show for the first time that the transglutaminase genes in the basal 
metazoan, sea sponge Halisarca dujardinii, are organized in a cluster, similar to mammalian transglutaminases. 
The regulatory regions of six transglutaminase genes and their differential expression in the course of 
H. dujardinii life cycle suggest independent regulation of these genes. The decrease in transglutaminase 
activities by cystamine facilitates restoration of the sponge multicellular structures after its mechanical 
dissociation. For the first time we observed that this decrease in transglutaminase activities was accompanied 
by generation of the reactive oxygen species in the cells of a basal metazoan. The study of transglutaminases 
in the basal metazoans and other sea-dwelling organisms might provide better understanding of evolution 
and specific functions of these enzymes in higher animals.

Keywords: transglutaminases, Halisarca dujardinii, reaggregation, cystamine, reactive oxygen species


