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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

BLAST – basic local alignment search tool 

BSA – bovine serum albumin 

CHCA – alpha-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid 

CuOx – домен семейства купредоксинов 

DAB – 3,3‘диаминобензидина 

DAPI – 4'-6-диамидино-2-фенилиндолом 

dH2O – дистиллированная вода 

EGF – epidermal growth factor 

EST – expressed sequence tags 

FISH – флуоресцентная гибридизация in situ 

H – гиалиноциты 

HEPES – 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HMM – Hidden Markov Model 

M – маркер молекулярной массы 

MALDI – matrix-assisted laser desorption/ionization 

MASP – маннозо-ассоциированная сериновая протеаза 

MBL – манно-связывающий лектин 

Mc – морулярные клетки 

MCMC – Markov chain Monte Carlo 

ML – максимальноe правдоподобиe 

PBS – phosphate-buffered saline 

PBT – phosphate-buffered saline with Tween 

PDB – Protein Data Bank 
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PFA – paraformaldehyde 

Pl – плазма 

PMSF – phenylmethylsulfonyl fluoride 

SDS – sodium dodecyl sulfate 

SP – сигнальный пептид 

SSC – saline-sodium citrate 

TBST – tris-buffered saline with Tween 

TOF/TOF – time-of-flight/time-of-flight 

TSA – transcriptome shotgun assembly 

TSP – тромбоспондиновый повтор 

Tyr – тирозиназный домен 

VAP – vanadium-associated protein 

АР – раствор антикоагулянта 

АТ – антитела 

кДНК – комплементарная ДНК 

ЛПС – липополисахариды 

МС/МС – масс-спектр/масс-спектр 

тРНК – транспортная РНК 

ТФУ – трифторуксусная  кислота 

ЭДТА – этилендиаминтетраацетат 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность 

Оболочники (Tunicata) представляют собой подтип животных, относящихся к 

типу Хордовых. Данные молекулярной филогении определяют эту группу как 

ближайший сестринский таксон относительно позвоночных животных [1]. 

Оболочники обитают в морских водоѐмах. Чаще всего взрослые особи ведут 

прикреплѐнный образ жизни и питаются за счѐт фильтрации. Кровеносная система 

Оболочников не замкнута, кровь содержит форменные элементы, гемоциты, 

которые выполняют большой спектр функций. 

Циркулирующие гемоциты являются предшественниками новых органов 

[2,3]. Также клетки крови участвуют в реакциях гистосовместимости. У 

колониальных видов клетки крови отвечают за слияние с соседней колонией [3] 

или отторжение и формирование барьера между генетически несовместимыми 

колониями [4]. Клетки крови осуществляют защитные функции за счѐт 

инкапсуляции [4] или фагоцитоза патогенных организмов [5]. Гемоциты участвуют 

в процессе репарации в случае повреждения покровов, а такжеобразуют тунику в 

норме [6]. Основными типами гемоцитов являются гемоцитобласты, гранулоциты, 

гиалиновые амебоциты, макрофаги, морулярные клетки [5–7]. Наиболее 

многочисленные из них – это гиалиноциты (   26 ) и морулярные клетки в 

различных стадиях созревания (   47 ) [6]. 

Морулярные клетки участвуют в инкапсуляции чужеродных частиц, 

синтезируют, транспортируют и высвобождают защитные факторы во время 

инфекций, такие как антимикробные пептиды, цитотоксические факторы и 
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опсонины [8,9]. Кроме того, три ортолога маннозо-связывающих лектинов (MBL), 

участвующих в лектиновом пути активации комплемента позвоночных, фиколин и 

маннозо-ассоциированная сериновая протеаза 1 (MASP1) экспрессируются в 

морулярных клетках. Морулярные клетки также отвечают за синтез молекул 

альтернативного пути активации. Таким образом, морулярные клетки играют 

ключевую роль в активации и регуляции каскада комплемента [10]. Морулярные 

клетки содержат фенолоксидазу, которая задействована в цитотоксических 

реакциях [8], формировании барьера на границе контакта генетически 

несовместимых особей [11], участвует в процессах задубливания и репарации 

туники. 

Гиалиноциты подвижны, образуют псевдоподии и способны к фагоцитозу. 

Они содержат щелочную фосфатазу и бета-глюкуронидазу, фермент характерный 

для лизосом [12]. Клетки Halocynthia roretzi, которые по своим характеристикам 

должны относиться к гиалиноцитам, секретируют металлопротеазу в ответ на 

индукцию липополисахаридами бактерий [13–15]. Таким образом, функция 

гиалиноцитов должна быть связана с осуществлением защитных реакций. 

Несмотря на подробное описание функций основных клеточных типов в 

крови асцидий, молекулярные основы, объясняющие эти функции, не всегда 

известны. Описание новых молекул, отвечающих за работу клеток крови 

Хордовых, важно для понимания работы кровеносной системы, а также для 

разработки лекарственных препаратов.  

Природные соединения легли в основу многих лекарственных препаратов, 

которые увеличили продолжительность жизни, уменьшили побочные эффекты или 

предложили принципиально новые подходы к лечению. На настоящий момент 
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около 40  всех лекарств и 50  малых молекул созданы на основе природных 

соединений. Морские беспозвоночные, обитающие в среде богатой 

микроорганизмами, могут служить источником биологически активных веществ. В 

частности, на основе клавинина, антимикробного белка асцидии Styela clava, 

разработан новый эффективный антимикробный агент [16,17]. Как морулярные 

клетки, так и гиалиноциты содержат неизвестные мажорные белковые компоненты, 

которые, исходя из их количества в клетке, должны играть важную роль в 

выполняемой клеткой функции. Эти мажорные компоненты стали предметом 

нашего изучения. 

Цель и задачи исследования 

Описать белки, специфичные для двух основных типов клеток крови асцидий. 

Задачи: 

1. Для мажорного белка морулярных клеток асцидии S. rustica определить его 

последовательность и функциональные домены. 

2. Найти его гомологов, построить филогению и определить происхождение. 

3. Для белка, специфичного для гиалиноцитов S. rustica, определить его 

последовательность и функциональные домены. 

4. Найти его гомологов, построить филогению и определить происхождение. 
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Положения, выносимые на защиту: 

1. На примере асцидии S. rustica описан новый белок асцидий, туфоксин. Он 

является маркером морулярных клеток крови и секретируется в тунику. 

Функциональные домены зрелого туфоксина это: тирозиназный домен и домен 

тромбоспондиновых повторов первого типа. 

2. Ключевые аминокислоты активного центра, а также родственные 

последовательности среди гемоцианинов моллюсков указывают на то, что 

тирозиназный домен туфоксина относится к альфа-подтипу. Обнаружена 

гомологичная последовательность тирозиназного домена альфа-подтипа у 

бактерий. 

3. Описан новый белок, рустикалин, РНК которого специфически экспрессируется 

в гиалиноцитах асцидии S. rustica. В последовательности рустикалина можно 

выделить цистеин-богатые повторы и домен, относящейся к пептидазам MD клана. 

4. Достоверное сходство пептидазного домена с последовательностями бактерий 

указывает на его происхождение путѐм горизонтального переноса гена из 

бактериального генома. Показана роль бактериофага в качестве посредника этого 

переноса. 

Научная новизна работы 

В нашей работе описано два новых белка асцидий, которые имеют гомологов, 

принадлежащих Оболочникам и другим группам организмов. Наличие тирозиназ 

альфа-подтипа у Оболочников ранее предсказано на основании анализа данных 

секвенирования геномов [18]. В результате проделаной работы идентифицировали 

такой белок in vivo, как туфоксин – специфический мажорный компонент 
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морулярных клеток крови. Также описали особенности его последовательности и 

спрогнозировали физиологическую функцию. 

Другой новый белок Оболочников, рустикалин, ранее никак не упоминался в 

литературе и, по всей видимости, был неизвестен. Этот белок является примером 

химерной последовательности, часть которой имеет эукариотическое 

происхождение, а часть произошла путѐм горизонтального переноса гена бактерий. 

Горизонтальный перенос генов от прокариот к эукариотам до последнего времени 

считался крайне редким явлением. Накопленные данные о случаях 

горизонтального переноса генов к эукариотам за редким исключением [19] 

ограничиваются фиксацией события переноса, но не могут объяснить механизм 

переноса. Недавняя работа, в которой описано участие вирусов в переносе генов в 

геномы эукариот, не предлагает модель интеграции в эукариотическую хромосому 

[20]. В нашей работе на примере рустикалина впервые представлены данные, 

которые указывают на роль бактериофагов в качестве векторов переноса. Кроме 

того, предложен механизм интеграции бактериофага в эукариотическую 

хромосому за счѐт последовательностей, схожих со специфическим сайтом 

рекомбинации.  

Теоретическое и практическое значение работы  

Подтип Оболочники, к которому относятся асцидии, является ближайшим 

сестринским таксоном по отношению к Позвоночным. У Оболочников можно 

обнаружить предковое состояние тех молекулярных систем, которые в 

эволюционно продвинутом состоянии присутствуют у Позвоночных, в том числе 

человека. Оболочники являются модельными объектами во многих областях 

биологии, таких как биология развития, иммунология и тканевая совместимость, 
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эволюция генома. В то же время Оболочники так же, как и другие беспозвоночные, 

представляют собой богатую нишу для поиска и описания новых биологически 

активных агентов. 

В нашей работе описано два новых белка, которые синтезируются в клетках 

крови асцидий. Несмотря на то, что функции этих белков не доказаны 

экспериментально, для туфоксина можно прогнозировать участие в склеротизации 

тканей, а для рустикалина участие в защитных реакциях. Фенолоксидазы 

участвуют в склеротизации тканей беспозвоночных и в меланизации у 

Позвоночных и человека. Поэтому роль фенолоксидаз и возможность их 

избирательного ингибирования изучается в связи с такими злокачествеными 

образованиями, как меланома [21,22]. Поэтому описание новой фенолоксидазы 

низших Хордовых важно для развития этой области знаний. 

Новый белок рустикалин на основании наших данных содержит два участка, 

один из которых предположительно способен разрушать мембрану бактерий, а 

второй расщеплять пептидогликаны их клеточной стенки. Описание белка, 

обладающего такими свойствами, важно в свете появления новых штаммов 

патогенных бактерий, обладающих множественной резистентностью к 

стандартным наборам антибиотиков [23]. Обладая отличным от антибиотиков 

механизмом действия, антимикробные белки оказались эффективны в борьбе, в 

том числе, с резистентными патогенами [24]. Один из новых антимикробных 

агентов разработан на основании клавинина - антимикробного пептида асцидии 

Styela clava [16,17]. Рустикалин, описанный для S. rustica, может оказаться 

перспективным агентом для разработки новых лекарственных препаратов. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Систематическое положение оболочников 

Оболочники (Tunicata) - это подтип животных, относящихся к типу Хордовых. 

Основные признаки, позволяющие объединить Оболочников с Хордовыми, это 

присутствие хорды и дорсальной нервной трубки. Первые находки Оболочников в 

палеонтологической летописи относятся к началу Кембрия. Их таксономическая 

принадлежность определена на основе присутствия характерного жаберного 

мешка, окологлоточного атриума, входного сифона и эндостиля (желобка) на 

вентральной стороне глотки [25]. Особенностью Оболочников является покровная 

структура «туника», которая состоит из живых клеток, а также белков и углеводов, 

в том числе целлюлозы, не свойственной для царства животных. Туника взрослой 

особи выполняет функцию экзоскелета. Она может быть тонкой и желеобразной 

или толстой и жесткой, в зависимости от образа жизни особей этого вида. Тонкая 

туника характерна для пелагических форм, тогда как толстая жѐсткая туника 

характерна для прикреплѐнных животных. Большинство Оболочников ведут 

неподвижный бентосный образ жизни и питаются за счѐт фильтрации. В этом 

случае туника выполняет опорную функцию, а комплекс осевых органов, 

характерный для Хордовых, присутствует только на стадии личинки. Часть 

Оболочников - одиночные животные, тогда как другие способны к бесполому 

размножению и образуют колонии генетически идентичных особей [26].  

Филогенетическое положение Оболочников определяли на основе геномных 

данных модельных видов (Ciona intestinalis, C. savignyi, Diplosoma listerianum, 

Oikopleura dioica). Оболочники располагаются на филогенетическом дереве как 
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ближайшая сестринская группа по отношению к позвоночным животным [1,27,28]. 

Головохордовые, которые раньше считались ближайшей к Позвоночным 

сестринской группой, на основе более поздних данных, расположены на 

филогенетическом древе более базально, чем Оболочники [1]. Поскольку 

головохордовые ведут подвижный образ жизни, можно говорить, что и предки 

Оболочников были пелагическими животными. Их план строения, вероятно, был 

близок к плану строения ланцетника [29]. Тогда как план строения современных 

Оболочников является результатом вторичного упрощения [30]. С другой стороны, 

являясь ближайшим сестринским таксоном к Позвоночным, Оболочники могут 

сохранять предковые черты в части молекулярных механизмов, которые 

впоследствии получили развитие в ветви Позвоночных. Одна из необычных 

гипотез происхождения Оболочников предполагает, что только 40  белок 

кодирующих генов унаследованы от общего предка с Хордовыми животными. 

Тогда как ещѐ 60  близки к генам первичноротых. Объяснение, предлагаемое 

авторами исследования, состоит в том, что современные Оболочники возникли как 

гибрид между примитивным хордовым животным и другим организмом, который, 

возможно, является представителем вымерших первичноротых [31]. 

Внутри подтипа Оболочников выделяют три группы, которые отделились в 

независимые ветви в период от 450 до 350 миллионов лет назад [30]. Группа 

«Appendicularia» соответствует традиционному классу Аппендикулярий, группа 

«Stolidobranchia» соответствует одному из отрядов асцидий Stolidobranchia. Третья 

группа включает в себя представителей сальп Thaliacea и два класса асцидий, 

Phlebobranchia и Aplousobranchia (рис. 1) [2,30]. Асцидия Styela rustica, которая 

стала модельным объектом нашей работы, относится к группе Stolidobranchia. На 



17 
 

сегодняшний день и молекулярные данные, и данные морфологии подтверждают 

монофилию группы Stolidobranchia. Она в свою очередь включает в себя три 

семейства Pyuridae (представители: Halocynthia aurantium, Pyura sp.), Styelidae 

(Styela rustica, S. clava, S. plicata, S. canopus) и Molgulidae (Molgula citrina, 

M. retortifomes) [2,30,32]. 

 

Рисунок 1. Филогенетические отношения между таксонами внутри клады 

Tunicata [30]. Филогенетическое дерево, построенно на основе аминокислотных 

послледовательностей 258 белков вторичноротых. 

 

Styela rustica относится к семейству Styelidae. Его представители - это 

одиночные и колониальные виды, а также переходные формы [33]. Личинки 

свободноплавающие. После оседания личинка проходит метаморфоз, в результате 

которого часть органов утрачивается. В состоянии взрослого организма все 

представители Styelidae ведут прикреплѐнный образ жизни. 

1.2. Кровеносная система и клетки крови 

Кровеносная система Оболочников закладывается на личиночной стадии и не 

изменяется в процессе метаморфоза. В строении кровеносной системы 

присутствуют сердце и несколько крупных кровеносных сосудов, но нет 
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капилляров. Сердце представляет собой двойную U-образную трубку, 

расположенную непосредственно под кишечником. Кровь перекачивается за счѐт 

ритмических сокращений сердца. Каждые несколько минут сердце перестает 

биться, а затем возобновляет свою работу, при этом направление движения крови 

меняется на противоположное. В отличие от других Хордовых кровеносная 

система Оболочников не имеет замкнутого круга сосудов, в том числе на 

личиночной стадии [34]. Поэтому, пространство между внутренними органами 

является частью кровеносной системы. Жидкость, которую перекачивает сердце, 

находится в непосредственном контакте с соматическими клетками на протяжении 

большей части кровообращения и поэтому больше напоминает лимфу, чем кровь, 

которая присутствует в замкнутом кровообращении позвоночных. Для 

незамкнутой системы кровообращения обычно употребляется термин 

«гемолимфа». Однако в некоторых публикациях упоминается, что за одну фазу 

однонаправленного движения кровь асцидий совершает несколько полных кругов 

циркуляций [35]. В таком случае система описывается как замкнутая. Нет никаких 

экспериментальных подтверждений отсутствия полного цикла кровообращения у 

асцидий и других Оболочников [36]. Поэтому в рамках этой работы используется 

термин «кровь» по отношению к жидкости в системе циркуляции Оболочников. 

Плазма крови по ионному составу близка к составу морской воды, за 

исключением пониженного содержания сульфатов [37]. Необычным свойством 

крови Оболочников является способность к накоплению ионов металлов, которые 

присутствуют в морской воде в низкой концентрации. Накопление двухвалентного 

железа в процессе фильтрации показано для асцидии Styela clava. При этом оно не 

переходит в трѐхвалентное состояние. В состоянии железо(II) оно включается в 
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клетки крови [38]. Для асцидий Boltenia ovifera, Styela clava и Molgula manhattensis 

показано накопление трѐхвалентного железа. За связывание, вероятно, отвечает 

белок, присутствующий как в плазме, так и в клетках крови [39]. Асцидия 

Pyura chilensis может накапливать в крови такие металлы как Fe и Ti, а 

Ascidia dispar  – Fe, Ti и V [40]. Максимальная концентрация ванадия может 

достигать 350 мМ, что в 107 раз выше, чем его концентрация в морской воде. 

Считается, что за связывание ванадия отвечает один из типов клеток крови «signet 

ring cells». Также описаны белки, участвующие в связывании этого металла - 

vanadium-associated proteins (VAPs) [41]. Кроме описанных выше, плазма содержит 

и другие белковые компоненты в концентрации не более 1 г./л [37]. 

В крови Оболочников разные авторы описывают от 4 до 12 типов гемоцитов. 

Например, для асцидии Ciona intestinalis описаны стволовые клетки крови, 

гиалиновые, зернистые и преломляющие амебоциты, перстневидные клетки, 

морулярные клетки, малые и большие компартментные клетки и оранжевые клетки 

[42]. Для асцидии Halocynthia aurantium выделяют гемоцитобласты, гранулоциты, 

гиалиновые амебоциты, макрофагоподобные клетки и морулярные клетки [43]. По 

всей видимости, несколько морфологически различных типов клеток могут 

представлять собой разные стадии созревания клеток одной линии. Это приводит к 

тому, что разные авторы могут выделять стадии созревания клеток в отдельный 

тип клеток крови. Чтобы избежать этого, для выделения типов клеток используют 

биохимические маркеры, которые могут сохраняться на всех стадиях созревания. 

Для колониальной асцидии Botrylloides leachi проведено детальное исследование 

типов клеток крови на основе их морфологии, подвижности, способности к 

фагоцитозу и геммаглютинации, а также наличия маркерных ферментов в их 
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цитоплазме [44]. На основе этих данных выделены гемоцитобласты как стволовые 

клетки крови и 5 возможных линий их дифференцировки:  

1) линия вакуолизированных клеток (пигментные клетки и нефроциты). 

Участвуют в хранении продуктов катаболизма;  

2) линия фагоцитов (гиалиновые амебоциты и макрофагоподобные 

клетки). Имеют общие ультраструктурные особенности, содержат одинаковые 

гидролитические ферменты, а также участвуют в фагоцитозе дрожжей и 

связывании эритроцитов; 

3)  цитотоксическая линия (зернистые амебоциты и морулярные клетки). 

Содержат вакуоли с окислительными ферментами и полифенольными 

соединениями; 

4) компартментная клеточная линия (компартментные амебоциты и 

компартментные клетки). Способны к агглютинации эритроцитов и 

характеризуются наличием вакуолей с умеренно электронно-плотным 

содержанием, обладают арилсульфатазной активностью и связывают лектины; 

5) линия гранулярных клеток (трофические клетки). Способны выходить 

в эпителий кишечника, обладают арилсульфатазной, хлорацетилэстеразной и 

β-глюкуронидазной активностью. 

Те же авторы описывают для асцидии Diplosoma listerianum другие клеточные 

типы и клеточные линии [5]. Помимо гемоцитобластов это: 

1) нефроциты 

2) линия фагоцитов 

3) цитотоксическая линия 
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4) базофильные клетки (гранулоциты, клетки, подобные тучным). 

Содержат гепарин и гистамин. 

Фагоциты, цитотоксические клетки и базофильные клетки на основе 

выполняемых функций относят к иммуноцитам. Кроме того, у 

Diplosoma listerianum обнаружен особый тип клеток с сильно развитым аппаратом 

Гольджи и крупными вакуолями, заполненными филаментозным материалом. Для 

этих клеток выдвинута гипотеза о роли в репарации туники. 

Таким образом, типы клеток крови могут очень сильно варьировать между 

разными видами асцидий. Для представителей семейства Styelidae сделаны 

описания клеток крови Styela plicata и Styela rustica. У S. plicata описывают пять 

типов клеток крови. Помимо гемоцитобластов, это гранулоциты, 

лимфоцитоподобные клетки, морулярные клетки и пигментные клетки [45]. В 

крови S. rustica, которая стала модельным объектом нашей работы, выделяют до 12 

типов клеток: гемоцитобласты, гигантские клетки, гиалиновые амѐбоциты 

(гиалиноциты), макрофаги, клетки с эозинофильной зернистостью, клетки с 

эозинофильными гранулами, клетки с бесцветными гранулами, гранулоциты, 

вакуолярные, молодые, переходные и зрелые морулярные клетки. Последние 

четыре типа клеток являются стадиями созревания морулярных клеток. 

Гиалиновые амѐбоциты, вероятно, становятся макрофагами. Некоторые из 

перечисленных типов клеток очень редко встречаются в циркуляции, к таким 

можно отнести гигантские клетки, макрофаги, клетки с эозинофильной 

зернистостью, клетки с эозинофильными гранулами, клетки с бесцветными 

гранулами. Гемоцитобласты сосредоточены в основном в эндокарпе – инвагинации 

внутренней стенки тела, заполненной кровеносными сосудами. Зрелые гигантские 
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клетки находятся в строме жаберных сосудов. Гранулоциты, клетки с бесцветными 

гранулами и морулярные клетки находятся в циркуляции и могут мигрировать в 

тунику [6]. Таким образом, наиболее многочисленные типы клеток, которые легко 

наблюдать в циркуляции, это гиалиноциты (   26 ) и морулярные клетки в 

различных стадиях созревания (   47 ) [6]. 

Физиологические функции клеток крови асцидий разнообразны, однако их 

можно подразделить на группы. Гемоцитобласты, то есть стволовые клетки крови, 

отвечают за возобновление клеточной популяции гемоцитов [46]. Вероятно, они 

попадают в циркуляцию из ниши, которая находится под слизистой оболочкой 

кишечника [47]. Гемоцитобласты также являются предшественниками 

соматических тканей и клеток половой линии [48]. В то же время гемоцитобласты 

дают начало новым органам, которые образуются в процессе клонального 

размножения асцидий [2,3,49,50]. У колониальных видов асцидий при слиянии 

колоний стволовые клетки одной особи могут проникать в организм другой особи. 

Таким образом осуществляется клеточный паразитизм [3]. Клетки крови отвечают 

как за слияние [3], так и за отторжение и формирование барьера между генетически 

несовместимыми колониями. В процессе формирования барьера морулярные 

клетки мигрируют в зону контакта и секретируют белковые продукты, 

включающие фенолоксидазу [11]. 

В отсутствие нефридиальной выделительной системы клетки крови 

выполняют экскреторную функцию [5,51,52]. Они могут содержать гранулы, 

заполненные продуктами метаболизма соединений азота, пуринами и мочевой 

кислотой.  
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Защитная функция клеток крови сопровождается широким спектром реакций. 

Часть клеток крови является макрофагами, поглощающими патогенные организмы 

или продукты деградации собственных клеток. Кроме того, гемоциты способны 

инкапсулировать патогенные организмы [52] или дегранулировать с 

высвобождением цитокинов и оксида азота [53]. В частности, морулярные клетки 

участвуют в инкапсуляции чужеродных частиц, синтезируют, транспортируют и 

высвобождают такие защитные факторы, как антимикробные пептиды, 

цитотоксические факторы и опсонины [8,9]. Кроме того, три ортолога манно-

связывающих лектинов (MBL), участвующих в лектиновом пути активации каскада 

комплемента, фиколин и маннозо-ассоциированная сериновая протеаза 1 (MASP1) 

экспрессируются в морулярных клетках. Морулярные клетки отвечают за синтез 

молекул альтернативного пути активации каскада комплемента. Таким образом, 

морулярные клетки играют ключевую роль в его активации и регуляции [10]. 

Цитотоксичность морулярных клеток также связана с высвобождением 

фенолоксидазы [8,9]. Две фенолоксидазы, схожие с фенолоксидазами 

членистоногих, описаны у асцидии Ciona intestinalis Phenol Oxidase (CinPO 1, 2) 

[54]. Они активируются липополисахаридами клеточной стенки бактерий (ЛПС) в 

морулярных клетках, гранулярных клетках и унивакуолярных гранулоцитах 

[55,56]. CinPO-2 также экспрессируется в фолликулярных клетках и 

транспортируется в ооцит [57]. 

Защитная функция гиалиноцитов обеспечивается их способностью к 

фагоцитозу. Гиалиноциты содержат щелочную фосфатазу и бета-глюкуронидазу, 

фермент, характерный для содержимого лизосом [12]. Клетки Halocynthia roretzi, 

которые по своим характеристикам должны относиться к гиалиноцитам, 
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секретируют металлопротеазу в ответ на индукцию липополисахаридами бактерий 

[13–15]. Лимфоцито-подобные клетки в крови асцидий выполняют функции 

отторжения аллотрансплантанта. Этот тип клеток размножается in vitro под 

воздействием митогенов или при добавлении аллогенных клеток. По этим 

характеристикам эта группа клеток напоминает лимфоциты позвоночных 

животных [58]. 

Окраска покровов асцидий связана с наличием специализированых 

пигментных клеток крови, которые, по-видимому, мигрируют в тунику [59–61]. В 

то же время гемоциты участвуют в процессе репарации покровов, а также в 

образовании покров в норме [62–64]. При этом задубливание покровов 

обеспечивается работой фенолоксидазы. 

1.3. Фенолоксидазная сиситема 

Можно заметить, что фенолоксидазная система крови, задействована сразу в 

нескольких процессах, а именно в защитных реакциях, в образовании барьера на 

границе генетически несовместимых особей и в образовании туники. 

Фенолоксидазы – это ферменты, использующие молекулярный кислород для 

окисления различных фенольных соединений, которые могут быть в свободной 

форме или в составе белковой молекулы. Фенолоксидазы относятся к 

суперсемейству медьсодержащих белков (табл. 1). Это суперсемейство 

подразделяется на три группы в зависимости от строения активного центра [65–67]. 

Термин «фенолоксидазы» объединяет два семейства белков: тирозиназы и 

катехолоксидазы. Совместно с третьим семейством – гемоцианинами, они 

относятся к медьсодержащим белкам третьего типа [68], для которых обязательно 

наличие двух атомов меди, связанных с шестью гистидинами активного центра 
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фермента [69,70]. Функция ионов меди в активном центре заключается в 

связывании молекулы кислорода [71,72], которая окисляет фенольный субстрат 

[69,73]. Гемоцианины способны проявлять ферментативную активность в 

отношении фенолов в экспериментальных условиях [71,74,75], однако в норме они 

связывают молекулу кислорода и выполняют функцию транспортеров кислорода в 

плазме крови [76,77]. 

Табл. 1 Классификация медь-содержащих белков. 

Медьсодер
жащие белки 

I типа 
«купредоксины» 

Пластоцианины 

Азурины 

Псевдоазурины 

Амицианины 

Рустицианины 

Основные белки огурца CBP 

Стеллацианины [78] 

II типа Аминоксидазы  

Cu монооксигеназы 

Нитритредуктаза/оксидазы мультимеди 

Супероксиддисмутазы CuZn [79] 

III типа Тирозиназы  

Катехолоксидазы 

Гемоцианины [18,79] 

 

Фенолоксидазы наиболее известны благодаря своей роли в пигментации 

[80,81]. В то же время окисление тиразина в составе белковых молекул ведѐт к 

образованию поперечных сшивок между белками [82]. Это используется 

различными организмами для увеличения прочности тканей, например, 

моллюсками [83,84], членистоногими [85,86] или грибами [85,87]. Для асцидий 

фенолоксидазная реакция зафиксирована цитохимическими методами не только в 

«фенолоксидазы» 
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морулярных клетках крови, но также в покровах этих животных - тунике [64,88,89]. 

Активность фенолоксидазы в тунике, по всей видимости, объясняется 

дегрануляцией морулярных клеток [90,91], которые мигрируют в тунику из 

кровеносных сосудов [62]. 

1.4. Покровы 

Покровы асцидий образованы туникой – структурой, которая дала название 

таксону Tunicata (Оболочники). Внешний вид туники может сильно варьировать 

для разных видов. Она может быть тонкой и прозрачной, обычно у пелагических 

форм, или толстой и прочной у представителей бентоса. Туника неоднородна по 

своему составу. Поверхность покрыта плотным кутикулярным слоем, состоящим 

из пластинок и шипиков [92,93]. Более глубокие слои туники мягкие, содержат 

живые клетки, могут быть пронизаны кровеносными сосудами. Туника может 

содержать отложения металлов и известковые спикулы [94]. Основная часть 

туники образована волокнами, погружѐнными в аморфный матрикс [92]. 

Химические компоненты туники – это белки, кислые мукополисахариды и 

нейтральные полисахариды [95,96]. Волокна образованы фибриллами целлюлозы, 

связанными с коллаген-эластиноподобными белковыми волокнами [93,97–99].  

Живые клетки в составе туники представляют собой гемоциты, которые 

мигрировали из кровеносных сосудов. Для асцидии Halocynthia roretzi показано, 

что вириформные клетки (viriform cells) могут пролиферировать в составе туники, 

однако другие клетки, по-видимому, находятся в стадии терминальной 

дифференцировки [100]. Наиболее часто в тунике встречаются клетки, которые 

относят к фагоцитам, гранулоцитам, морулярным или вакуолярным клеткам. К 

более редким и видоспецифичным клеткам туники относят пузырчатые клетки 
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(bladder cells), паутинные клетки (net cells), сферические клетки туники, 

пигментные фагоциты, люминоциты, фитоциты и клетки, несущие симбионтов 

рода Prochloron [94]. Некоторые гемоциты мигрируют из кровеносных сосудов в 

ответ на повреждение или аллогенное распознование [101,102], тогда как 

остальные можно считать резидентными клетками туники. Тем не менее клетки 

составляют небольшую часть туники. 

Фибриллярный компонент туники окрашивается антителами к 

гладкомышечному актину [103]. При этом, недавние исследования показали, что 

46–48  массы туники составляет углеводный компонент [96], который в основном 

представлен целлюлозой. Целлюлоза синтезируется ферментным комплексом, 

интегрированным в мембрану клеток эпидермиса, который выстилает внутренний 

слой туники. По мере синтеза микрофибриллы целлюлозы образуют многослойную 

структуру, лежащую параллельно поверхности эпидермиса [96]. Целлюлоза, 

присутствующая в структуре туники, химически идентична целлюлозе растений 

[104,105].  

Считается, что фермент асцидий, синтезирующий целлюлозу –

целлюлозосинтаза приобретѐн асцидиями в результате горизонтального переноса 

генов (HGT) от бактерий Streptomyces sp. [105,106]. Адаптивное значение 

появления целлюлозы в составе туники подтверждается исследованиями, которые 

показывают, что мутанты по гену целлюлозосинтазы демонстрируют нарушение 

метаморфоза и перехода животного к прикреплѐнному состоянию. Предполагается, 

что именно приобретение способности синтезировать целлюлозу позволило 

асцидиям перейти к бентосному образу жизни [107]. 
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1.5. Горизонтальный перенос генов 

Существование горизонтального переноса генов среди прокариотических 

организмов (бактерий) считается общепризнанным фактом и доказано 

экспериментально [108–110]. Отсутствие ядра у бактерий делает горизонтальный 

перенос генов более простым процессом, чем у эукариотических организмов. В 

случае эукариотических организмов основная наследственная информация 

находится в ядре и отделена от остального пространства клетки ядерной 

мембраной. Таким образом, попадание чужеродной ДНК к хромосоме клетки-

хозяина затруднено. В то же время ферменты, отвечающие за синтез и 

рекомбинацию ДНК у эукариотических организмов, сосредоточены в ядре. 

Чужеродная ДНК, попавшая в цитоплазму, деградируется цитоплазматическими 

нуклеазами [111]. Поэтому, даже если чужеродная ДНК смогла проникнуть из 

внешней среды в цитоплазму клетки, маловероятно, что она будет включена в 

состав генома акцептора. 

Дополнительное препятствие для горизонтального переноса генов в геномы 

животных – это их многоклеточное строение. Если в случае бактерий или 

одноклеточных эукариот [112–114] достаточно, чтобы успешный горизонтальный 

перенос произошѐл в геном одной клетки, далее вновь приобретѐнные гены будут 

передаваться следующему поколению, то в случае многоклеточных организмов 

чужеродная ДНК должна проникнуть в линию половых клеток или в клетки, 

отвечающие за бесполое размножение. При этом условии новые гены будут 

переданы следующему поколению. Растения, несмотря на своѐ многоклеточное 

строение, имеют такие структуры как плазмодесмы – тонкие каналы в наружной 

мембране клеток, объединяющие цитоплазмы соседних клеток. Показана 
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возможность перемещения полинуклеотидов через плазмодесмы [115], что может 

способствовать переносу чужеродных генов в соседние клетки. Для растений с 

высокой эффективностью происходит образование межвидовых гибридов, что 

демонстрирует эффективную ассимиляцию ДНК другого вида [116]. Аналогом 

системы плазмодесм у животных можно считать клеточный синцитий. Однако он 

встречается довольно редко и зачастую ограничен лишь какой-то одной тканью, 

например, мышечной или эпителиальной [117]. Синцитиальное строение грибов 

[118], возможно, могло способствовать горизонтальному переносу в их геномы. 

Первые примеры горизонтального переноса генов у эукариот описаны для 

мобильных генетических элементов [119–122]. Позднее описаны случаи переноса 

белок-кодирующих последовательностей. На настоящий момент появляется всѐ 

больше свидетельств горизонтального переноса генов в геномы эукариот 

[108,123,124], в том числе многоклеточных [108]. Наиболее вероятно обнаружить 

примеры горизонтального переноса генов, если организмы занимают общую 

экологическую нишу [125], передают гаметы во внешней среде [126] или один из 

организмов является внутриклеточным паразитом или симбионтом 

организма-хозяина [127].  

Можно привести примеры приобретения чужеродных генов представителями 

различных таксонов: губкой Astroclera willeyana [128], актинией 

Nematostella vectensis [129], дрозофилой Drosophila ananassae [130] и другими 

[108]. Для одноклеточных эукариотических организмов горизонтально 

перенесѐнные гены могут составлять в среднем около 1% от всего разнообразия 

генов [131]. В некоторых случаях последовательности неродственных организмов 

могут составлять до 8   генома [132]. Так, например, для генома коловратки 
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Adineta ricciae показано, что 533 различных организма могли внести вклад в 

образование еѐ генома [132]. В том числе показана экспрессия генов, полученных 

путѐм горизонтального переноса и участие соответствующих белков в работе 

организма [133,134]. Существуют свидетельства горизонтального переноса генов в 

геномы хордовых животных [135,136]. Данные о горизонтальном переносе генов в 

геном человека, которые далее наследуются вертикально и таким образом 

сохраняются в ряду поколения, носят противоречивый характер [137,138]. 

Горизонтальный перенос бактериальных генов в геном человека возможен в 

соматических клетках и чаще встречается при их опухолевой трансформации 

[136,139]. 

Чаще всего для эукариотических организмов донорами чужеродных генов 

выступают прокариоты: бактерии и вирусы. Среди белок-кодирующих генов, 

перенесѐнных горизонтально из прокариотического генома, преобладают 

ферменты [108,113]. Таким образом, горизонтальный перенос генов вносит 

изменения в метаболизм организма, сообщая ему новые свойства. В том числе 

эволюция таких фундаментально важных ферментов, как ДНК-полимеразы 

[140,141] и амино-ацил тРНК синтетазы [142], связана с горизонтальныи переносом 

генов от прокариотичского донора. Другую группу ферментов, часто 

подверженную горизонтальному переносу их генов, представляют 

гликозилтрансферазы. Всего 12 семейств, в которые входят целлюлозосинтаза, 

бета-1,4-галактозилтрансфераза, гиалуронансинтаза и другие, появились в геномах 

эукариот благодаря горизонтальному переносу их генов с участием вирусов [20]. 

Ферменты, специфичные к D-аминокислотам, характерным для прокариотической 

клетки, независимо перенесены в несколько групп эукариот [143]. Отдельное место 
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занимают белки, обладающие антибактериальными свойствами. По всей 

видимости, приобретение таких белков имеет большое адаптивное значение для 

защиты от патогенов. В частности, ген мурамидазы бактерий перенесѐн независимо 

в геномы вирусов, архей, растений, грибов и животных [144]. Известен также 

случай горизонтального переноса гена лизоцима в геном двустворчатых 

моллюсков [134]. Доказано, что продукт этого гена выполняет антимикробную 

функцию [134]. 

1.6. Механизм горизонтального переноса 

Механизмы горизонтального переноса генов подробно изучены на примере 

прокариот. В частности, они включают трансформацию – захват фрагментов ДНК 

из внешней среды. Естественные механизмы захвата фрагментов ДНК из внешней 

среды для эукариотических организмов пока не описаны. Исключением можно 

считать гипотезу о механизме горизонтального переноса генов в геном коловраток. 

Некоторые представители этого типа способны переживать длительные периоды 

засухи, что может приводить к нарушению целостности мембран [133]. Можно 

предположить, что в результате повреждения плазматической мембраны ДНК из 

внешней среды может попадать внутрь клеток коловратки. Одновременно 

обезвоживание может способствовать появлению двунитевых разрывов ДНК. В 

экспериментальных условиях показано, что в процессе высыхания геном 

коловратки Adineta vaga накапливает большое количество двунитевых разрывов, 

при этом их репарация после регидрации происходит с очень высокой 

эффективностью [145]. Сочетание этих трѐх событий: нарушения целостности 

мембран, появления двунитевых разрывов ДНК и их эффективной репарации, 

вероятно, может приводить к встраиванию чужеродной ДНК в геном коловраток. 
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Некоторые группы коловраток полностью лишены полового размножения [146]. 

Таким образом, при бесполом размножении чужеродная ДНК, интегрированная в 

хромосомы коловраток, может передаваться особям следующего поколения. 

В других случаях плазматическая мембрана является барьером для 

проникновения в клетку чужеродной ДНК. Это предполагает, что в 

горизонтальном переносе генов у эукариот должен быть задействован транспортѐр 

ДНК через плазматическую мембрану. Один из подробно изученных примеров 

горизонтального переноса генов в геном растений задействует систему секреции 4 

типа клетки бактерии, которая выступает донором ДНК [147]. В норме эта система 

используется бактериями для транспорта ДНК и белков, обмена ДНК между 

клетками, захвата ДНК из внешней среды, доставки белков в эукариотическую 

клетку, в том числе факторов патогенности [148]. В случае горизонтального 

переноса генов в геном эукариот комплекс белковых молекул внедряется 

непосредственно в мембрану эукариотической клетки и формирует канал для 

переноса ДНК. Впервые система описана для клеток корня растений и 

паразитических бактерий рода Agrobacterium. Однако в лабораторных условиях 

донорами ДНК могут становиться и другие бактерии, в том числе Escherichia coli. 

Акцепторами ДНК становились несколько представителей дрожжей: 

Saccharomyces cerevisiae [149], Saccharomyces kluyveri [150], Kluyveromyces lactis и 

Pichia angusta [151]. В лабораторных условиях показано, что система секреции 4 

типа в бактериях E. coli успешно работает для доставки ДНК в клетки CHO K1 

яичника китайского хомячка [152] и в клетки одноклеточных диатомовых 

водорослей Phaeodactylum tricornutum и Thalassiosira pseudonana [153]. 
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В случае бактерий в переносе чужеродной ДНК может участвовать посредник 

– бактериофаг, способный внедряться в клетки разных видов, захватывать 

небольшие участки ДНК в процессе своей репликации и впоследствии переносить 

их в другие виды бактерий. Можно предположить, что вирусы эукариот также 

способны быть посредниками в горизонтальном переносе генов. Ретровирусы, 

которые в процессе репликации встраиваются в хромосому клетки хозяина, могут 

оставаться там и ассимилировать в геноме хозяина. По крайней мере, для геномов 

Позвоночных содержание встроенных в геном ретровирусов может достигать 10 . 

Большинство таких последовательностей находятся в деградированном состоянии, 

однако часть из них может экспрессировать функциональные белок кодирующие 

гены. Адаптивное значение таких генов можно проиллюстрировать на примере 

синцитина, необходимого для образования плаценты [154]. Двунитевые РНК 

вирусы, относящиеся к семействам Totiviridae и Partitiviridae, участвовали в 

горизонтальном переносе генов в геномы эукариот. Перенесѐнные гены - это белок 

капсида и РНК-зависимая-РНК-полимераза [155]. 

Помимо ретровирусов и двунитевых РНК-вирусов, большое разнообразие 

ДНК-содержащих вирусов задействовано в горизонтальном переносе генов между 

вирусами и эукариотами в обоих направлениях. Выявлены тысячи случаев 

переноса генов между этими группами [20,156]. Чаще всего эукариотические гены 

вирусного происхождения приобретены на ранних стадиях эволюции и 

способствовали специализации эукариот. Одновременно происходил и обратный 

перенос генетической информации от эукариот к вирусам. Вирусные гены 

эукариотического происхождения чаще всего встречаются у гигантских вирусов 

группы Nucleocytoviricota [20,157]. Несмотря на специализацию бактериофагов на 
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заражении прокариотических клеток, существуют экспериментальные данные, 

которые показывают рецептор-апосредованное проникновение ДНК фага в 

эукариотическую клетку [158]. В то же время известно, что существуют 

терминальные белки бактериофагов, ковалентно связанные с ДНК вируса. В 

составе терминальных белков встречается сигнал ядерной локализации эукариот 

[159]. Это может способствовать доставке вирусной ДНК в ядро эукариотической 

клетки. Несколько авторов предположили, что само ядро эукариотической клетки 

произошло от крупного ДНК-содержащего вируса, возможно, вируса архей, 

родственного поксвирусам [160,161]. Подводя итог, можно сказать, что вирусы 

играют большую роль в переносе генетической информации в геномы эукариот, 

что должно приводить к повышению разнообразия и адаптивных возможностей 

эукариот. Гипотеза о глобальной роли вирусов в эволюции предложена Фрэнком 

Рэйаном [162].  
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 ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Сбор гемоцитов 

Асцидии Styela rustica Linnaeus (1767) собраны в районе Биологической 

станции Зоологического института Российской академии наук на мысе Картеш 

(Кандалакшский залив, Белое море) с камней или искусственных субстратов на 

глубине от 3 до 10 м. В процессе эксперимента все манипуляции с асцидиями 

проводили в изотермической камере при температуре 10°С. Перед сбором крови 

животных очищали от эпибионтов, промывали морской водой и обсушивали 

фильтровальной бумагой. Небольшой участок тела обрабатывали 70  этанолом и 

бритвенным лезвием срезали верхний слой туники. После чего надрезали стенку 

тела асцидии до мышечного слоя, не повреждая внутренние органы. Тотальную 

кровь из разреза собирали пипеткой и переносили в пробирку с раствором 

антикоагулянта (АР) (0,3 М NaCl, 20 мМ KCl, 15 мМ ЭДТА, 10 мМ HEPES, pH 7,6) 

[62]. Для получения клеточных фракций кровь с антикоагулирующим раствором в 

соотношении 1:1 наносили поверх градиента плотности перколла c 

концентрациями 60 , 45  и 35 . Пробирку с градиентом центрифугировали при 

800 g в течение 30 мин. В результате центрифугирования фракции клеток крови 

сконцентрированы на границах контакта перколла с разной плотностью. Клетки 

собирали бережной аспирацией и промывали в АР три раза. Клеточный состав 

фракций определяли методом фазово-контрастной микроскопии.  

2.2 Транскриптом клеток крови 

Тотальные клетки крови центрифугировали при 900 g в течение 7 минут, 

супернатант удаляли, а осадок клеток замораживали в жидком азоте. Тотальную 
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РНК выделяли набором ExtractRNA (Евроген, Россия) в соответствии с 

инструкциями производителя, но модифицировали добавлением бета-

меркаптоэтанола до 5  на первом этапе. После чего обрабатывали ДНКазой I 

(Thermo Fisher Scientific) в соответствии с инструкциями производителя. Контроль 

качества РНК, экстракция полиА РНК с помощью модуля магнитной изоляции 

NEBNext® Poly(A) mRNA (NEB E7490, New England Biolabs, UK), подготовка 

библиотеки мРНК с помощью NEBNext® Ultra™ II Directional RNA Library Prep 

(NEB E7760, New England Biolabs, Великобритания) и секвенирование проводили в 

ресурсном центре «Биобанк» СПбГУ (Санкт-Петербург, Россия). Секвенирование 

проводили на платформе Illumina Hiseq 4000 для получения прочтений с парными 

концами. Контроль качества сырых данных выполнен с помощью FastQC v 0.11.7 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Для получения чистых 

прочтений удалили последовательности адаптеров и непарные прочтения с 

помощью программы Trimmomatic v. 0,36 91. Транскриптом собран с помощью 

программы rnaSPAdes v. 3.11.1 92. Всего для S. rustica сгенерировано 37144302 

транскриптомных прочтений с парными концами; 36175852 из них прошли 

фильтрацию качества и обрезку и дали 307180 собранных транскриптов.  

2.3 SDS-электрофорез 

Электрофорез белков в полиакриламидном геле проводили по методу Лэмли. 

Пробы готовили из клеток тотальной крови или клеточных фракций, полученных 

центрифугированием в градиенте плотности перколла. Клетки центрифугировали 

при 800 g в течение 10 мин, ресуспендировали в 7 мМ ЭДТА, 1 мМ PMSF, 10  

β-меркаптоэтаноле и замораживали. После оттаивания суспензию смешивали с 

равным объемом двукратного буфера для нанесения (0,3 Трис-HCl, pH 6,8, 20% 
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глицерина, 4  SDS, 5  β-меркаптоэтанола) и кипятили в течение 5 мин. 

Электрофорез проводили в 12 или 15  геле. Для визуализации белков в геле их 

окрашивали Кумасси ВВ R-250 («Биолот», Россия). 

2.4 Получение первичных поликлональных антител 

Полоску геля с молекулярной массой 48 кДа, вырезали, отмывали от 

красителя в растворе 10  уксусной кислоты и 40  этанола, вымачивали в 

однократном фосфатном буферном растворе (pH 7.4) для удаления спирта, после 

чего гомогенизировали и смешивали с полным адъювантом Фрейнда. Полученной 

смесью иммунизировали морскую свинку подкожно. Повторную иммунизацию 

проводили внутримышечно через 4 нед. Через 1 нед. после второй иммунизации из 

сердца морских свинок забирали около 5 мл крови. Для получения сыворотки 

кровь центрифугировали при следующих условиях: 1073 g – 5 мин, 6708 g – 5 мин, 

14300 g – 10 мин. В полученную сыворотку добавляли 0.01  азид натрия и 

хранили при –20°С. 

2.5 Иммуноцитохимическое окрашивание клеток 

Для иммуноцитохимического окрашивания клетки крови S. rustica наносили 

на предметные стекла (Metzel Gläser, SuperFrost® Plus) и оставляли для 

прикрепления на 30 мин, после чего плазму удаляли и фиксировали раствором 

Буэна в течение 30 мин. Стѐкла промывали последовательно в антикоагулирующем 

растворе, dH2O, 30  и 50   этаноле и хранили в 70  этаноле. Для окрашивания 

клетки регидратировали в течение 10 мин в dH2O и 10 мин в TBST (TBST: 25 мМ 

Трис-HCl, pH 7,5; 130 мМ NaCl; 0,05  Tween20). После этого клетки 

пермеабилизировали в течение 30 мин с использованием 0,4  (v/v) Triton X-100 
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(Fisher Scientific, Уолтем, Массачусетс, США) в TBST, трижды промывали в TBST 

и блокировали в течение 1 ч в 2  растворе бычьего сывороточного альбумина 

(BSA) в TBST. Затем клетки инкубировали в течение 1 часа с первичными 

поликлональными АТ к мажорному белку морулярных клеток S. rustica - GPαP48Sr 

- в разведении 1:2000 в TBST. После отмывки в ТBSТ клетки инкубировали в 

течение 1 часа со вторичными АТ, конъюгированными с пероксидазой хрена 

(RαGP-HRP, Sigma-Aldrich, #A5545) в разведении 1:500 в ТBSТ. Для визуализации 

помеченных клеток использовали 0,35 мг/мл 3,3‘диаминобензидина (DAB, Sigma-

Aldrich, # D5637) и 0,03  перекиси водорода. Фракции клеток S. rustica также 

окрашивали гематоксилином, а затем заключали в даммаровую смолу. 

Визуализацию проводили с помощью светового микроскопа Leica DM6000 

(Германия). 

2.6 Вестерн блот 

Для переноса белков на нитроцеллюлозную мембрану использовали метод 

полусухого переноса (Western blot) [163]. После окончания переноса мембрану 

промывали в нескольких порциях PBS, инкубировали с 3  BSA в PBS в течение 

1,5 часов, после чего инкубировали 1 час с раствором первых АТ (GPαp48Sr) в 

разведении 1:5000 в PBS, 1% BSA. После отмывок мембрану инкубировали 1,5 

часа в растворе вторых АТ, конъюгированных с пероксидазой хрена (RαGP-HRP, 

Sigma), в разведении 1:20000 в PBS. Затем снова следовала серия отмывок. 

Проявление связывания проводилось в растворе 0,35 мг/мл 3,3‘диаминобензидина 

с добавлением свежего раствора 0,03  H2О2 . Реакцию останавливали, промывая 

мембрану dH2О.  
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2.7 Тандемная масс-спектрометрия 

Белковые зоны, соответствующие определенной молекулярной массе, 

вырезали из геля. Белки переваривали трипсином при 37°С (Trypsin Gold, Promega). 

Ттиптические фрагменты растворяли в 1  муравьиной кислоте, фильтровали через 

фильтр 0,22 мкм, разделяли хроматографически с помощью системы Milichrom-

A02 на обращенно-фазовой колонке BioBasic-18 (5 мкм, 300 Å, 50×1 мм, Thermo 

Fisher). Элюцию проводили градиентом элюента В к А от 2  до 45  и скоростью 

потока 50 мкл/мин, где А — это 5  ацетонитрила, 0,1  ТФУ и Б — это 60  

ацетонитрила, 0,1  ТФУ. Элюат смешивали с раствором матрицы (CHSA, 10 

мг/мл) и наносили на мишень MALDI (260 пятен) с помощью коллектора 

микрофракций. Образцы анализировали с помощью прибора TOF/TOF 5800 System 

(SCIEX). Из каждой точки для анализа МС/МС отбирали до 25 лучших 

прекурсоров с отношением сигнал/шум > 40 в диапазоне масс 750–4000 Да. 

Программное обеспечение Protein Pilot 5.0.1 (SCIEX, Дармштадт, Германия) с 

алгоритмом Paragon использовалось для поиска спектров МС/МС в базе данных 

белков, предсказанную Transdecoder v.5.5.0 [164] на основе сборки транскриптома 

клеток крови асцидий S. rustica. База данных также включала список 

распространенных контаминантов белковых проб. 

2.8 Клонирование 

РНК тотальной крови выделяли из клеток крови S. rustica как описано выше и 

использовали для обратной транскрипции с помощью набора для синтеза 

комплементарной ДНК (кДНК) MINT2 (Evrogen) в соответствии с инструкциями 

производителя. Последовательность кДНК туфоксина амплифицировали с 
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помощью праймеров (5`GTCTCTGTTTCATACACTCATGTATAAAACCTG, 

5`GCACTGCGAGGTTGTCATA), подобранных на основе последовательности 

транскрипта. кДНК рустикалина амплифицировали с помощью праймеров 

(5`ATATGAATTCAGCTATGACTTTGTCG, 

5` ATATAAGCTTGACGTTCGTTTAACAG), подобранных на основе 

последовательности укороченного варианта рустикалина, клонированной ранее 

[165]. Далее последовательность клонировали за-счѐт выступающих поли-dА 

концов, образованных taq-полимеразой, и выступающих олиго-dT концов вектора 

pTZ57 r/t и проводили трансформацию бактерий E. coli штамма DH5α. 

Трансформированные клоны отбирали методом сине-белой селекции. Плазмиду 

нарабатывали, выделяли методом щелочного лизиса и секвенировали вставку по 

Сэнгеру с двух сторон в ЗАО Евроген (Москва, Россия). 

2.9 Флуоресцентная in situ гибридизация 

Для проведения гибридизации использовали синтетические однонитевые ДНК 

зонды (Табл. 2). Тотальную кровь собирали, как описано выше. Капли крови 

наносили на предметное стекло (Superfrost Plus, Menzel) и оставляли на 20 мин при 

10°С для прикрепления клеток. Клетки фиксировали 4  PFA в искусственной 

морской воде (0.3 M NaCl, 20 mM KCl, 30 mM MgSO4, 0,11% CaCl2, 10 mM HEPES 

pH 7.6) в течение 10 мин при 10 °С и последовательно промывали искусственной 

морской водой, дистиллированной водой и метанолом. Стекла высушивали и 

хранили в замороженном виде (при 20°C) до использования. Для определения 

типов клеток и их морфологии несколько стекол с клетками окрашивали 

гематоксилином и эозином, обезвоживали и заключали в даммаровую смолу. 

Изображения клеток получали на микроскопе Leica DM6000. 
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Табл. 2 Зонды, использованные для флуоресцентной гибридизации in situ. 

комплементар
ность последовательность зонда 

мРНК 
туфоксина 

/Biotin/CAGTTGTTGCTCATAACCGGCGATGC-3‘ 
/Biotin/GGCGACTCGAATTACCTTGCCCTGATA-3‘ 

мРНК 
рустикалина 

/Cyanine-5/ATATCAGTTTTTCCATCACCATCTA-3‘ 
/Cyanine-5/CAATCCTAGAGTTTTATCTTTGAGA-3‘ 

 
Перед гибридизацией избыток PFA смывали в PBT (1×PBS, 0,1  Tween 20). 

Клетки обрабатывали 2 мкг/мл протеиназы К (Thermo Scientific), 0,1  SDS в PBS в 

течение 2 мин. Затем протеиназу К инактивировали инкубацией с 200 мкМ PMSF. 

Клетки постфиксировали в 4  PFA и снова промывали 200 мкМ PMSF. Избыток 

PFA смывали PBT. При использовании зондов, конъюгированных с биотином, 

эндогенный биотин блокировался, как описано Миллером и соавторами [166]. 

Затем клетки трижды промывали в течение 10 минут PBS и постфиксировали в 4  

PFA. Избыток PFA промывали PBT. 

Далее клетки промывали в 4×SSC и оставляли в гибридизационном буфере 

(1  сульфат декстрана, 50  формамид, 1 мг/мл ДНК спермы лосося в 4×SSC) на 

15 минут при 36°C. Гибридизацию проводили с ДНК зондом в концентрпции 0,5 

мкМ в гибридизационном буфере в течение 17 часов при 36°С или 37°С в 

зависимости от последовательности зонда. После гибридизации препараты 

промывали 50  формамидом, 4×SSC при 36°C, а затем 0,2×SSC, 0,1% Tween 20 

при 45°C или 56°C в зависимости от последовательности зондов. Зонды 

детектировали за счѐт свечения флуорофора или с помощью связывания со 

стрепавидином-Alexa594. Для связывания со стрепавидином-Alexa594 

предварительно блокировали в растворе 1×In Situ Hybridization Blocking (Vector 

Laboratories) в PBT при 37 °C в течение 60 мин и связывали с стрепавидином-

Alexa594 (1:500, Life Technologies) при 37 °C в течение 120 мин. Далее препараты 
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трижды промывали при 37°C в PBT. Все препараты контрастировали 3 мкг/мл 

DAPI и заключали в 80  глицерин в 1×PBS. Изображения получали с помощью 

лазерного конфокального микроскопа LEICA TCS SP5 MP. 

2.10 Анализ последовательностей 

Последовательности секвенированные по Сэнгеру с двух сторон с одной 

плазмиды выравнивали с помощью Clustal Omega и строили консенсусную 

последовательность в области перекрывания. Предсказывали открытую рамку 

считывания и транслировали в аминокислотную последовательность. 

Предсказанную молекулярную массу и изоэлектрическую точку белковых 

продуктов рассчитывали с помощью программы ProtParam [167] на сервере 

ExPASy (https://www.expasy.org/). Сигнальные пептиды предсказаны с помощью 

Phobius в EMBL-EBI [168] и SignalP [169]. Клеточную локализацию предсказывали 

с помощью SCL-Epred [170] и TargetP [171]. Функциональные домены искали с 

помощью инструмента Conserved Domain NCBI или предсказывали с помощью 

алгоритма Scooby. Внутренние повторы идентифицировали с помощью алгоритмов 

REPRO [172] и RADAR [173]. В том случае, когда поиск уже аннотированных 

функциональных доменов не дал результата, относительная доступность участков 

полипептида для растворителя предсказана с помощью PaleAle [174], 

неупорядоченные области - с помощью Disopred3 [175] и SPOT-disorder [176], а 

динамика белкового остова - с помощью DynaMine [177]. Все предсказания 

вторичной структуры сделаны после удаления сигнального пептида. 

2.11 Поиск гомологов 

Близкие гомологи искали в нескольких базах данных последовательностей: 
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- в базах данных нуклеотидных последовательностей GenBank: non-redundant 

nucleotide collection (nr/nt) (выпуск 240, 15 октября 2020 г.), EST и TSA (дата 

поиска ноябрь 2020 г.) с использованием алгоритмов tBLASTn и BLASTp [178],  

- в базе данных аминокислотных последовательностей UniProtKB с 

использованием алгоритма HHblits, 

- в транскриптомных базах данных нескольких видов асцидий (приложение 4), 

представленных на портале Aniseed (https://www.aniseed.cnrs.fr/) [179], с 

использованием алгоритма tBLASTn,  

- в транскриптомных базах данных трѐх видов асцидий, S. canopus, S. plicata и 

S. clava, предоставленных Alie и соавторами [2], с использованием алгоритма 

tBLASTn,  

- в транскриптоме клеток крови S. rustica, секвенированом de novo с 

использованием алгоритма tBLASTn. 

Множественные выравнивания гомологичных последовательностей 

выполняли с помощью инструментов MSAProbs или MAFFT [180]. Выравненные 

участки найденных последовательностей перенаправляли в HHpred 3.2.0 для 

поиска отдалѐнных гомологов в базах данных Protein Data Bank (версия 

PDB_mmCIF70_17_May), SCOP и Pfam 30.0.  

2.12 Филогенетический анализ 

Для построения филогенетического дерева выравненные последовательности 

фильтровали до 90  идентичности в HHfilter [181], информативные участки 

отбирали с помощью GBLOCKs 0.91b с наименее жесткими условиями [182]. 

Модель эволюции последовательностей выбирали с использованием MEGA-X 

[183]. Дерево методом максимального правдоподобия (ML) строили на веб-сервере 
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IQtree [184] с моделью LG+G [185] и эмпирическими частотами замещений, 

вычисленными на основе выравнивания. Поддержки ветвей рассчитывали методом 

ultrafast bootstrap после 1000 итераций. Параллельный филогенетический анализ с 

теми же данными проведен методом Байеса с помощью программы BEAST 

(v1.10.4) [186]. Проводили три независимых запуска цепи MCMC по 10 миллионов 

итераций в каждой с уничтожением первых 2,5 миллионов итераций и выборкой 

через каждую 1000 итераций. Консенсусное дерево с максимальной 

достоверностью ветвей построено с помощью TreeAnnotator (v1.10.4). Все деревья 

визуализированы в FigTree (v1.4.4) (http://tree.bio.ed.ac.uk/).  

http://tree.bio.ed.ac.uk/
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1. Новый белок туфоксин, специфичный для морулярных клеток крови 

3.1.1 Иммунологическое окрашивание туфоксина 

Клетки крови асцидии S. rustica разделяли на фракции в градиенте плотности 

перколла. В результате получено четыре клеточных фракции. Их состав оценивали 

с помощью фазово-контрастной микроскопии, и он соответствовал результатам, 

опубликованным ранее [6,63]. В частности, фракция I обогащена гиалиноцитами, 

фракция II содержала гиалиноциты и молодые морулярные клетки, фракции III и 

IV на 95-97  состояли из зрелых морулярных клеток. Морулярные клетки крови 

содержат два специфичных для них мажорных белка с массой 26 и 48 кДа (р26 и 

р48 соответственно) (рис. 2, Б, стрелки). В нашей работе получены 

поликлональные антитела (АТ) на белок массой 48 кДа. С помощью этих антител 

определяли локализацию р48 и родственных белков в различных типах клеток 

крови. АТ против p48 S. rustica взаимодействовали с морулярными клетками крови, 

тогда как специфического взаимодействия с гиалиноцитами не наблюдалось 

(рис. 2, А). Чтобы выявить все белки, которые взаимодействуют с АТ к р48, 

провели SDS-электрофорез белков клеток крови и белков плазмы с последующим 

вестерн-блоттингом. АТ взаимодействовали с белками морулярных клеток массой 

48 кДа и 26 кДа ([63] и рис. 2, В). С белками гиалиноцитов и белками плазмы крови 

взаимодействие не наблюдали. Иммунореактивные белки вырезали из геля 

(рис. 2, Б, стрелки) для дальнейшего масc-спектрометрического анализа. 
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Рисунок 2. (А) Иммуноцитохимическая окраска клеток крови S. rustica 

антителами к мажорному белку морулярных клеток массой 48 кДа. H – 

гиалиноциты, Mc – морулярные клетки, масштабный отрезок – 10 мкм. (Б) 

Электрофорез и (В) иммуноблот белков клеток крови и плазмы. H – гиалиноциты, 

Mc – морулярные клетки, Pl – плазма, M – маркер молекулярной массы. Стрелки 

указывают на иммунорективные белки с массами 48 и 26 кДа. 

 
3.1.2 Последовательность туфоксина S. rustica и S. canopus 

Тандемная масc-спектрометрия позволила определить набор коротких 

пептидов, присутствующих в белках с массой 48 и 26 кДа. Все пептиды из двух 

разных белковых полос принадлежат одному и тому же транскрипту из 

транскриптома крови S. rustica. Последовательность этого транскрипта 

клонирована и секвенирована (приложение 1). Флуоресцентная гибридизация с 

зондами комплементарными транскрипту из транскриптома S. rustica показывает 

присутствие мРНК в морулярных клетках крови (рис. 3), что согласуется с 

данными иммуногистохимического окрашивания. 
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Рисунок 3. Флуоресцентная гибридизация in situ на клетках крови с зондом к 

мРНК, кодирующей белок р48. Конфокальная микроскопия (а) и конфокальная 

микроскопия с наложением снимка световой микроскопии (б), показывающие 

распределение транскриптов (красный псевдоцвет) внутри морулярных клеток (а, 

стрелки). Масштабный отрезок - 10 мкм. Зонд конъюгирован с флуорофором 

(цианин-5), ДНК окрашена 4'-6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI) (синий 

псевдоцвет). 

 
Поиск схожих последовательностей с помощью BLAST в публичных базах 

данных позволил обнаружить лишь белки с уровнем сходства <40 . Те 

последовательности, которые имеют большее сходство, являются предсказанными 

белками с неизвестной функцией. Таким образом, белок р48 , его транскрипт и 
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соответствующий ген являются новыми последовательностями. Новый белок 

назван туфоксин Styela rustica (Sru_Tuph) – Tunicate PhenolOxydase. В 

нуклеотидной последовательности открытой рамки считывания туфоксина 

отсутствует стоп-кодон, что может быть следствием неполной сборки 

транскриптома. Поэтому для поиска полной открытой рамки использовали 

транскриптом близкого вида S. canopus. Поиск на основе пептидов из полос массой 

48 кДа и 26 кДа снова идентифицировал один транскрипт S. canopus названый 

Sca_Tuph. Анализ аминокислотной последовательности Sca_Tuph показал, что она 

содержит N-концевой сигнальный пептид (рис. 4, подчѐркивание). Из этого можно 

сделать вывод, что туфоксин является секреторным белком. Также предсказаны 

четыре функциональных домена: два кальций-связывающих EGF-подобных домена 

(EGF_CA1 и EGF_CA2 - pfam07645, smart00179 соответственно), 

тромбоспондиновый повтор первого типа (TSP1 - smart00209) и тирозиназный 

домен (Tyr - pfam00264) (рис. 4, первая строка). EGF-подобные домены содержат 

консервативные аминокислоты, необходимые для связывания кальция 

(рис. 4, знак «+»). 
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Рисунок 4. Выравнивание триптических пептидов из белковой полосы массой 

48 кДа с транскриптами туфоксина, транслированными in silico. Транскрипт S. 

rustica - Sru_Tuph (красный) и S. canopus - Sca_Tuph (синий), вертикальные линии 

показывают идентичные аминокислоты. Индивидуальные пептиды объединены в 

более длинные последовательности, аминокислотные замены по сравнению с 

транслированными транскриптами, выделенными зеленым для Sru_Tuph и желтым 

для Sca_Tuph. Предсказанная последовательность сигнального пептида 

подчеркнута. Предсказанные консервативные домены отмечены 

прямоугольниками: серым (кальций-связывающий EGF-подобный домен – 

EGF_CA), зеленым (тромбоспондиновый повтор первого типа – TSP1) и 

оранжевым (тирозиназа – TYR). Сайты связывания кальция отмечены знаками 

плюс (+) и аминокислоты активного центра - звездочками (*). 

 

Четыре функциональных домена предсказаны в полной последовательности 

открытой рамки считывания, тем не менее, пептиды, определѐнные масc-

спектрометрически в полосе 48 кДа, попадают только в область, соответствующую 

двум последним доменам, тромбоспондиновому и тирозиназному. Пептиды из 

полосы 26 кДа расположены только в тирозиназном домене (приложение 2). Такое 

же распределение пептидов наблюдается для белковых продуктов туфоксина 

S. rustica (приложение 3). Можно говорить, что туфоксин S. rustica содержит 

только тромбоспондиновый и тирозиназный домены (рис. 4), при этом белок 

массой 26 кДа также является туфоксином, но содержит только тирозиназный 

домен. 

3.1.3 Доменный состав туфоксина и его гомологов у Оболочников 

Поиск родственных для туфоксина последовательностей в публичных базах 

данных позволяет обнаружить гомологи этого белка у других асцидий. При этом 

гомологи туфоксина у Сальп (Thaliacea) и Аппендикулярий (Appendicularia) не 
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найдены. В одном из транскриптов гомологов туфоксина, принадлежащем асцидии 

Halocynthia aurantium (Hau_Tuph1), предсказан ещѐ один функциональный домен 

семейства купредоксинов (cl19115). В других последовательностях гомологов 

туфоксина у асцидий сложно предсказать присутствие этого домена, вероятно, из-

за большой вариабельности последовательности. Однако выравнивание 

последовательностей показывает, что купредоксин-подобные последовательности 

есть у большого количества гомологов туфоксина (рис. 5). 

 

Рисунок 5. Выравнивание купредоксин-подобного домена гомолога 

туфоксина асцидии Н. aurantium (Hau_Tuph1) и схожих последовательностей 

гомологов туфоксина у других асцидий. 

 

Таким образом, варианты строения туфоксина и родственных белков асцидий 

включают в себя секреторный сигнальный пептид и до пяти различных 

функциональных доменов: два кальций связывающих, тромбосподиновый повтор 

первого типа, тирозиназный и купредоксин или купредоксин-подобная 

последовательность (рис. 6). При этом мажорными компонентами морулярных 

клеток являются белки, которые состоят только из тирозиназного домена и 

тромбоспондинового повтора или только из тирозиназного домена. Можно 

считать, что тирозиназный домен является неотъемлемой частью туфоксинов. 

Вероятно, именно этот домен выполняет ключевую функцию. 
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Рисунок 6. Схема доменной организации белков, предсказанная на основе 

транскриптов. Sru_Tuph – туфоксин S. rustica, Sca_Tuph – туфоксин S. canopus, 

Hau_Tuph1 - туфоксин H. aurantium SP – сигнальный пептид, EGF_CA1 и 2 - EGF 

кальций связывающие домены, TSP1 - тромбоспондиновый повтор первого типа, 

Tyr –тирозиназный домен. 
 

3.1.4 Строение ферментативного домена 

Потенциальную ферментативную активность тирозиназного домена можно 

оценить на основе присутствия ключевых аминокислот активного центра. В базе 

данных структур белковых молекул (PDB) наибольшее сходство тирозиназного 

домена Sru_Tuph наблюдается с тирозиназным доменом представителя грибов 

Aspergillus oryzae (6JU5_A). На основе выравнивания подтверждено присутствие 

гистидинов, связывающих медь в активном центре фермента (рис. 7, выделено 

синим) [187]. Также присутствует цистеин, который, по литературным данным, 

образует неканоническую ковалентную связь с гистидином [187] (рис. 7, выделено 

красным). Тирозиназный домен Sru_Tuph содержит консервативные Phe и Asp, 

характерные для альфа-подтипа тирозиназ [18]. В то же время в тирозиназном 

домене туфоксина присутствует замена консервативного Gly на Cys в медь-

связывающем сайте B (рис. 7, красный шрифт на желтом фоне). Эта замена также 

присутствует в некоторых других альфа-тирозиназах [18]. Согласно работе 
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Агилера и соавторов [18], все секреторные тирозиназы относятся к альфа-подтипу. 

С этим согласуются данные о присутствии секреторного сигнального пептида в 

туфоксине S. canopus. На основании этого выдвинуто предположение, что 

туфоксины относятся к тирозиназам альфа-подтипа. Однако точно определить тип 

ферментативной активности без экспериментальных данных невозможно. Поэтому 

в отношении туфоксина и гомологичных белков будем использовать только 

обобщающий термин «фенолоксидазы». 

 

Рисунок 7. Выравнивание последовательностей тирозиназного домена 

туфоксина S. rustica (Tyr_Srus) и тирозиназы Aspergillus oryzae (6JU5_A). Остатки 

гистидина, связывающие ион меди в активном центре, выделены синим; 

аминокислоты, специфичные для альфа-тирозиназ [18], выделены желтым; 

цистеин, образующий ковалентную связь с гистидином, выделен красным; 

красным шрифтом на жѐлтом фоне отмечена замена. 

 
3.1.5 Происхождение туфоксина 

Следующей задачей стало описание происхождения туфоксинов. Используя 

последовательность тирозиназного домена Sca_Tuph, нашли схожие 
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последовательности, принадлежащие бактериям, грибам, кольчатым червям, 

моллюскам и оболочникам. Всего 110 последовательностей (таблица 

приложение  4). Этот набор последовательностей использован для построения 

филогенетического дерева методом максимального правдоподобия и методом 

Байеса (рис. 8). На дереве показана поддержка ветвей бутстрэп для всех ветвей и 

апостериорные вероятности для ветвей основных таксонов (рис. 8). Такая 

топология филогенетического древа согласуется с топологией альфа-тирозиназ, 

опубликованной ранее [18]. Последовательности туфоксинов и их гомологов у 

Оболочников наиболее близки к гемоцианинам моллюсков. Обе эти белковые 

группы имеют общего белкового предшественника с альфа-тирозиназами грибов. 

Последовательности, принадлежащие Оболочникам, подразделяются на две 

группы. Из 11 изученных видов Оболочников 8 имеют как минимум две аллели 

туфоксина, по одной аллели в каждой из групп (рис. 8). Это говорит о дупликации 

гена туфоксина у предка Оболочников и последующей дивергенции копий. 

Для построения филогении использовали участок аминокислотной 

последовательности, соответствующий тирозиназному домену туфоксина и 

гомологичных последовательностей. В то же время на филогенетическом древе 

можно отметить присутствие других доменов в полных последовательностях этих 

белков. Этот метод в частности показывает, что домен тромбоспондиновых 

повторов первого типа в соединении с тирозиназным доменом присутствует только 

в последовательностях Оболочников (рис. 8, зеленые круги). Домен купредоксина 

встречается в составе гемоцианинов моллюсков [188]. У Оболочников купредоксин 

или купредоксин-подобные последовательности присутствуют только в одной из 

двух ветвей туфоксинов (рис. 8, синие круги, таблица приложение 5). Вероятно, 



55 
 

купредоксин-подобная последовательность унаследована от белка, который 

присутствовал у общего предка моллюсков и Оболочников. При этом наличие 

тромбоспондиновых повторов первого типа в составе альфа-тирозиназы, по-

видимому, является уникальной адаптацией Оболочников. 
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Рисунок 8. Филогенетический анализ тирозиназных доменов гомологов 

туфоксина. Репрезентативное филогенетическое дерево, полученное методом 

максимального правдоподобия (ML) на основе аминокислотных 

последовательностей тирозиназных доменов. Наличие в составе белков 
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тромбоспондинового повтора первого типа (TSP1) отмечено зелеными кругами. 

Наличие купедоксиноподобной последовательности в последовательностях 

Tunicata отмечено синими кругами. Для основных ветвей указаны поддержки: 

апостериорные вероятности метода Байеса (первое число) и поддержки бутстрэп 

метода максимального правдоподобия (второе число). Для всех остальных ветвей 

указаны только бутстрэп поддержки. 

 
3.2 Новый белок рустикалин, специфичный для гиалиноцитов крови 

3.2.1 Последовательность рустикалина и его гомологов 

В результате разделения клеток крови в градиенте плотности перколла 

получена фракция, обогащѐнная гиалиноцитами. Белковый состав этой фракции 

клеток показал наличие мажорного белка массой 23 кДа (рис. 9, А, стрелка). В 

предшествующей работе масc-спектрометрия этого белка и амплификация 

транскрипта с помощью вырожденных праймеров позволили получить 

укороченный вариант кДНК, кодирующий этот белок [165]. В рамках настоящей 

работы клонированы ещѐ два транскрипта, которые на основании сравнения с 

сиквенсом близкого вида (S. clava – приложение 6) соответствуют полноразмерным 

последовательностям. Новые последовательности S. rustica имеют аминокислотные 

замены в четырѐх положениях (рис. 9, Б, жирный шрифт) по сравнению с 

исходным транскриптом. Поиск гомологов любого из трѐх транскриптов в 

публичных базах данных с помощью алгоритма BLAST позволил обнаружить 

последовательности принадлежащие низшим Хордовым, одному представителю 

кораллов и одному примитивному многоклеточному животному 

Trichoplax adhaerens (приложение 7). Однако эти последовательности кодируют 

только предсказанные белки с неизвестными функциями. Поэтому найденный 
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белок считается новым – он назван рустикалин. Анализ последовательности 

рустикалина проводили методами биоинформатики. 

 

 

Рисунок 9. (А) Электрофорез белков клеток крови асцидии S. rustica. T – 

тотальная кровь, 1 – гиалиноциты, 2 – фракция клеток, содержащая гиалиноциты и 

морулярные клетки, 3 – морулярные клетки, M – маркер молекулярной массы. 

Стрелка указывает на полосу, соответствующую мажорному белку массой 23 кДа 

(Б) Выравнивание трѐх последовательностей рустикалина, клонированных и 

транслированных in silico. Жирным шрифтом отмечены аминокислотные замены, 

красным цветом выделена замена в активном центре. 

 

Инструмент Scooby-domain предсказал наличие двух глобулярных доменов с 

границей, проходящей по Ser95. Прогноз относительной доступности 

полипептидной цепи для растворителя выявил участок из восьми экспонированных 

аминокислотных остатков Ser94-Ser102. С этим согласуется прогнозирование 

ригидности белкового остова, оно показало наличие двух жестких участков белка, 

связанных короткой гибкой областью. Эти данные позволяют предположить, что 

идентифицированный гибкий гидрофильный участок участвует в образовании 
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линкера, соединяющего N- и С-концевые домены (рис. 10). Таким образом, в 

аминокислотной последовательности рустикалина можно выделить две части, 

которые, вероятно, являются отдельными структурными доменами. На N-конце 

последовательности предсказан секреторный сигнальный пептид. N-концевой 

домен также содержит два повтора длиной 34 и 33 аминокислотных остатка с 

общим цистеиновым паттерном Cx6Cx6-7Cx8Cx7CC, которые далее названы 

цистеин-богатыми повторами. Из трѐх последовательностей рустикалина S. rustica 

одна укорочена таким образом, что С-концевой домен не полный (рис. 9, 11). 

 

Рисунок 10. Динамика вторичной структуры рустикалина, предсказанная 

Disopred3 (красная линия) и SPOT (синяя линия), жесткость углеродного скелета 

(зелѐная линия). 
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Рисунок 11. Схема доменной организации трѐх вариантов рустикалина S. 

rustica. Прямоугольники показывают положение предсказанных структурных 

доменов, SP – сигнальный пептид, голубые прямоугольгики – N-концевой домен, 

фиолетовый прямоугольник – C-концевой домен. Красной линией отмечена 

аминокислотная замена в активном центре. 

 
3.2.2 Локализация транскрипта рустикалина в клетках крови 

Специфичность локализации мРНК рустикалина в определѐнном типе клеток 

крови исследовали с помощью флуоресцентной гибридизации in situ (FISH). ДНК-

зонды, комплементарные кодирующим последовательностям каждого из 

предсказанных доменов, показали локализацию транскрипта в распластанных 

клетках, содержащих многочисленные мелкие гранулы (рис. 12, II, стрелки). По 

наличию характерных мелких гранул, по сравнению с крупными гранулами 

морулярных клеток, эти клетки идентифицируются как гиалиноциты 

(рис. 12, I, стрелки). Таким образом, сигнал гибридизации показал экспрессию гена 

рустикалина исключительно в гиалиноцитах крови S. ruatica (рис. 12, II b). 
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Рисунок 12. Флуоресцентная гибридизация in situ на клетках крови с зондом к 

мРНК рустикалина. (I) Гиалиноциты (H) и морулярные клетки (Mc), окрашеные 

гематоксилином и эозином. Стрелки указывают на многочисленные мелкие 

гранулы в цитоплазме гиалиноцитов. (II) Конфокальная микроскопия (b) и световая 

микроскопия того же участка препарата (а), показывающие распределение 

транскриптов (красный псевдоцвет) внутри клеток с мелкими гранулами (a, 

стрелки). Масштабный отрезок - 10 мкм. Гибридизация зонда выявлена с помощью 

стрептавидина-Alexa594, ДНК окрашена 4'-6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI) 

(синий псевдоцвет). 

 

3.2.3 Функция и происхождение С-концевого домена 

Чтобы определить функцию рустикалина и родственных ему белков, 

проводили анализ последовательностей каждого из предсказанных доменов. 

Множественное выравнивание С-концевых доменов гомологов рустикалина 

использовали для поиска в базах данных Pfam, SCOP и PDB. Поиск в базе данных 

Pfam показал достоверное сходство с пептидазами клана MD (Pfam: CL0170). 

Большинство белков, принадлежащих к этому клану, являются ферментами 

бактерий, которые разрезают клеточную стенку в процессе роста клетки [189]. 

Поиск в базе данных SCOP показал, что С-концевой домен соответствует 
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вторичной укладке Hedgehog/DD-peptidase (SCOP d.65.1). В последовательности 

присутствуют каталитические, субстрат-связывающие и Zn-связывающие 

аминокислотные остатки, характерные для пептидаз_MD. Укороченный 

транскрипт рустикалина не содержит участок активного центра, который включает 

две ключевые аминокислоты - аспартат и гистидин (приложение 8). Один из 

полноразмерных транскриптов имеет замену гистидина (His189) активного центра 

на аргинин (рис. 9, Б, рис. 11). Второй полноразмерный транскрипт содержит все 

ключевые аминокислоты для работы активного центра фермента. Таким образом, 

вероятно, что рустикалин и его гомологи обладают пептидазной ферментативной 

активностью. 

Высокое сходство с пептидазами бактерий позволяет предположить, что 

последовательность, кодирующая С-концевой домен, может происходить из 

бактериального генома. В этом случае образование гена рустикалина должно было 

сопровождаться горизонтальным переносом гена из бактериального генома в геном 

предка Оболочников. Поиск наиболее близких родственных последовательностей 

С-концевого домена с помощью BLASTp позволил обнаружить 39 белков 

бактерий, с которыми наблюдается достоверное сходство (46-34% идентичности, 

E-value от 1.77e-16 до 1.30e-30). Однако определить наиболее близкий геном, 

который мог являться донором генетического материала, пока не удаѐтся.  

Среди эукариотических организмов найдено 20 последовательностей, схожих 

с С-концевым доменом рустикалина. Эти последовательности принадлежат не 

только Оболочникам, но Головохордовым, Ракообразным, Коловраткам, Кораллам 

и Трихоплаксу (таблица приложение 9). Поскольку эти группы животных 

относятся к филогенетически далѐким таксонам, можно предположить, что 
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горизонтальный перенос кодирующей последовательности С-концевого домена из 

генома бактерий происходил несколько раз независимо. Для поиска ответа на этот 

вопрос построено филогенетическое дерево, включающее и последовательности 

бактерий, и последовательности эукариот (рис. 13). Значения поддержки ветвей 

приведены в приложении 10. Расположение ветвей показывает, что все 

последовательности эукариот, близкие к С-концевому домену рустикалина, кроме 

последовательности ракообразного (Cyprideis torosa), находятся в одной кладе. Это 

должно свидетельствовать о единичном событии переноса последовательности из 

генома бактерий для представителей Хордовых, Коловраток, Кораллов и 

Трихоплакса. Перенос последовательности С-концевого домена в геном 

ракообразного Cyprideis torosa, вероятно, происходил независимо. Бактериальные 

доноры последовательности С-концевого домена для ракообразного 

Cyprideis torosa и остальных исследованных эукариот различны. 
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Рисунок 13. Филогенетический анализ последовательностей, схожих с 

пептидазным доменом рустикалина. Репрезентативное неукоренѐнное 

филогенетическое дерево, полученное с помощью метода максимального 

правдоподобия. Бутсрэп поддержки узлов выше 90 отмечены большими кругами, 

выше 70 отмечены маленькими кругами. 

 

Поскольку гены бактерий не содержат интроны, то они могли появиться 

внутри гена C-концевого домена только после горизонтального переноса. Поэтому 

одинаковое положение интронов в двух последовательностях может 

свидетельствовать о единичном случае переноса в эукариотический геном. 

Геномные последовательности С-концевого домена для Хордовых, Кораллов и 

Трихоплакса имеют один или два интрона. Положение первого интрона идентично 
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для этих последовательностей (рис. 14), за исключением аппендикулярии 

Oikopleura dioica. У Коловраток и представителя Ракообразных в этой части гена 

интроны отсутствуют. Одинаковое положение первого интрона в кодирующей 

последовательности С-концевого домена Хордовых, Кораллов и Трихоплакса 

согласуется с данными филогении о единичном событии горизонтального переноса 

гена от прокариот.  

 

Рисунок 14. Выравнивание пептидазных доменов гомологов рустикалина с 

указанием положения интронов (синие вертикальные линии) в соответствующих 

последовательностях ДНК. Видовые название выделены оранжевым шрифтом для 

Хордовых, синим для Кораллов и чѐрным для Трихоплакса. Аминокислоты, 

выделенные чѐрным, принимают участие в образовании активного центра. 

 

3.2.4 Участие бактериофага в горизонтальном переносе гена 

На данном этапе работы не удалось найти бактериальный геном, который мог 

быть донором кодирующей последовательности С-концевого домена рустикалина. 

В то же время наблюдается высокое сходство (21  идентичности, E-value 1,5E-16) 

последовательностей С-концевого домена рустикалина с 

L-аланил-D-глутаматпептидазой бактериофага A500 (PDB ID 2VO9) (рис. 15, А). 
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Это указывает на возможную роль бактериофага в качестве посредника 

горизонтального переноса из бактериального генома. 

Сайт-специфическая рекомбинация бактериофага А500 включает 3'-район 

бактериального гена тРНК [190]. Ген гомолога рустикалина асцидии C. intestinalis 

(Gene ID: 100185212) содержит семь генов тРНК, расположенных в некодирующих 

облостях, в том числе внутри второго и третьего интронов (рис. 15, Б). Третий 

интрон, содержащий гены тРНК, примыкает к экзону, кодирующему С-концевой 

домен. Выравнивание гена тРНК (Gene ID: 108950108), лежащего внутри третьего 

интрона, с сайтом рекомбинации бактериофага А500 (AttP) показало их сходство 

на 58  (рис. 15, В). Таким образом, ген гомолога рустикалина содержит 

последовательность, подобную сайту рекомбинации бактериофага А500. Эта 

последовательность лежит внутри интрона, соседнего с С-концевым доменом, 

который имеет достоверное сходство с геном бактериофага А500. Эти данные 

подтверждают вероятную роль бактериофага в качестве посредника 

горизонтального переноса гена из бактериального генома. 

 

Рисунок 15. (А) Выравнивание C-концевого домена рустикалина с 

Hedgehog/DD-peptidase укладкой фермента бактериофага А500 L-аланил-D-

глутаматпептидазы (PDB ID 2VO9). Аминокислотные остатки, участвующие в 
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связывании Zn2+, выделены красным, каталитические и субстрат-связывающие 

остатки выделены зеленым и желтым соответственно. Идентичность 

последовательности составляет 21 . ss_dssp — вторичная структура фермента 

бактериофага, определенная DSSP. Обозначение вторичной структуры «H» для α-

спирали, «E» для β-цепи и «C» для неупорядоченных участков. (Б) Интрон-

экзонная структура гомолога рустикалина асцидии C. intestinalis. Семь генов тРНК-

Arg расположены в антисмысловой ориентации внутри некодирующих областей 

гена. Один ген тРНК расположен выше белок-кодирующей последовательности, 

четыре гена тРНК находятся внутри второго интрона и два - внутри третьего 

интрона, лежащего рядом с кодирующей областью пептидазного домена. (B) 

Выравнивание сайта рекомбинации бактериофага A500 (AttP) с геном тРНК 

C. intestinalis (Gene ID: 108950122), расположенным внутри третьего интрона. 

Идентичность последовательности и скор составляют 65,8  и 73 соответственно 

(рассчитано с помощью EMBOSS Matcher). 

 

Чтобы показать роль подобного сайта рекомбинации в горизонтальном 

переносе в геном асцидий, проанализировали случай горизонтального переноса, 

описанный ранее. Это перенос гена целлюлозосинтазы в геном Оболочников из 

генома бактерии Streptomices sp. [105]. Ген каталитической субъединицы 

целлюлозосинтазы (bcsA) находится в геноме бактерии рядом с геном тРНК лизина 

(рис. 16, А). Выравнивание гена тРНК лизина с AttP бактериофага A500 показало 

их сходство на 91% (рис. 16, Б). Этот результат подтверждает, что сайт 

рекомбинации бактериофага А500 мог участвовать в горизонтальном переносе гена 

целлюлозосинтазы в геном Оболочников. Можно говорить, что бактериофаг А500 

мог выступать посредником в переносе бактериальных генов по крайней мере для 

двух генов Оболочников. 
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Рисунок 16. (А) Схема участка хромосомы бактериального донора 

целлюлозосинтазы асцидий Streptomyces sp. Ген каталитической субъединицы 

целлюлозосинтазы (bcsA) лежит рядом с геном тРНК-Lys. (Б) Выравнивание сайта 

рекомбинации бактериофага A500 (AttP) с геном тРНК-Lys (APS67_000733). 

Идентичность последовательностей и скор составляют 91,2  и 143 соответственно 

(рассчитано с помощью EMBOSS Matcher). 

 

3.2.4 Цистеин-богатые повторы 

Для описания функции N-концевого домена рустикалина использовали поиск 

HHpred на основе множественного выравнивания цистеин-богатых повторов 

гомологов рустикалина в базах данных Pfam и SCOP. Этот поиск показал сходство 

с семейством бета-дефенсинов и бета-дефенсин-подобной укладкой 

полипептидной цепи (SCOP g.9.1) (рис. 17). Известно, что другие представители 

бета-дефенсинов способны разрушать бактериальную клетку за счѐт встраивания в 

еѐ мембрану. Кроме того, множественное выравнивание последовательностей, 

содержащих два цистеин-богатых повтора, показало сходство с ингибитором 

карбоксипептидазы клеща (PDB ID 1ZLH) (рис. 17). Таким образом, анализ in silico 

позволяет предположить, что N-концевой домен рустикалин-подобных белков 

может иметь третичную структуру, сходную с ингибитором карбоксипептидазы 

[191]. 
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Рисунок 17. Выравнивание N-концевого домена рустикалина 

Botryllus schlosseri с бета-дефенсин-подобной укладкой клещевого ингибитора 

карбоксипептидазы (PDB ID 1ZLH). Консервативные остатки цистеина выделены 

черным цветом. Идентичность последовательностей составляет 26 . ss_dssp — 

вторичная структура клещевого ингибитора, определенная DSSP. Обозначение 

вторичной структуры «H» для α-спирали, «E» для β-цепи и «C» для 

неупорядоченных участков. 

 

Чтобы описать последовательности цистеин-богатых повторов у всех живых 

организмов, каждую пару повторов разделили на две части, соответствующие 

повторяющейся последовательности. Последовательность индивидуального 

цистеин-богатого повтора использовали для поиска отдаленных гомологов 

методом JackHMMER. Для этого индивидуальные повторы выровнены друг с 

другом. Это выравнивание использовалось для поиска JackHMMER в базе данных 

UniProtKB. Найдено 382 достоверных совпадений (таблица приложение 11) со 

значением E-value от 1,4e-207 до 0,0098. Для всех белков, содержащих цистеин-

богатые повторы, построена диаграмма распределения консервативных 

аминокислот HMM-Logo [192] в отдельном цистеин-богатом повторе (рис. 18, А). 

Из неѐ следует, что замены в позициях, где находится цистеин, наблюдаются 

крайне редко. Можно считать регулярно расположенные остатки цистеина 

обязательной характеристикой этого вида повторов. На основе этих данных 

цистеиновый паттерн можно описать формулой Cx6Cx6-7Cx8Cx7CC. 
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Последовательность цистеин-богатых повторов обычно присутствовует в 

белках в нескольких копиях. Таксономическое распределение белков, содержащих 

один или несколько цистеин-богатых повторов, представлено на рисунке 18 Б. Эти 

белки почти исключительно эукариотические (374 из 382): большинство белков 

(301 из 382) принадлежат грибам и только 69 — многоклеточным животным 

(Metazoa) (рис. 18, Б). 

 

Рисунок 18. (А) Консенсусная последовательность одного цистеин-богатого 

повтора, изображѐнная с помощью HMM-Logo. Относительная высота буквы в 

каждой позиции указывает на степень консервативности. Три нижние строки 

указывают: I частоту занятости этой позиции, где более яркий синий фон, 

указывает на более низкую занятость, II - вероятность вставки, где более яркий 

красный фон, указывает на более высокую вероятность вставки, III - длина вставки. 
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Верхний ряд цифр указывает номер аминокислотной позиции [192]. (Б) 

Таксономическое распределение белков, содержащих один или несколько цистеин-

богатых повторов. В скобках указано количество белков, обнаруженных в каждой 

таксономической группе. 

 

3.2.5 Прокариотические домены, ассоциированные с цистеин-богатыми 

повторами 

Белки, содержащие цистеин-богатые повторы в своей структуре, содержат и 

другие функциональные домены. Поиск цистеин-богатых повторов и предсказание 

консевативных доменов повторили. Далее для каждого предсказанного 

консервативного домена эукариотического белка выполняли поиск родственных 

последовательностей среди бактерий и среди вирусов. Для 25 доменов, 

относящихся к разным семействам белков, обнаружено достоверное сходство 

(E-value<0,0001) с вирусной и бактериальной или только с бактериальной 

последовательностью (таблица приложение 12).  

Одним из примеров последовательности, содержащей цистеин-богатые 

повторы и другие консервативные домены, является белок представителя грибов 

Neocallimastix californiae (UniProt: A0A1Y2FMX2). Этот белок содержит домен 

гликозидгидролазы (PF01183) и домен пептидазы M15 (PF08291), каждый из 

которых сопровождается парой цистеин-богатых повторов в N-концевой области. 

Эукариотический сигнальный пептид предсказан на N-конце белка N. californiae. 

Последовательность ДНК соответствующего гена содержит один интрон, что 

характерно для эукариотических последовательностей. На основании поиска 

HHblits аминокислотная последовательность домена гликозидгидролазы имеет три 

ближайших родственных последовательности из рода Piromyces – другого рода 
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грибов семейства Neocallimastigaceae. Четвертое наиболее значимое совпадение 

(E-value: 2,0E-28) обнаружено с последовательностью лизоцима бактерии 

Lachnoclostridium sp. (A0A1Y4AUI1) (рис. 19, Б). В то же время для домена 

пептидазы M15 того же белка N. californiae наиболее близкое достоверное 

совпадение (значение E: 2,6E-33) найдено с пептидазой бактерии Bacteroides clarus 

(A0A1Y4JH43) (рис. 19, В). Эти данные свидетельствует о том, что кодирующие 

последовательности доменов гликозидгидролазы и пептидазы M15 в составе 

одного и того же белка N. californiae могли происходить путѐм горизонтального 

переноса от прокариотических доноров. 

 
Рисунок 19. Белок гриба Neocallimastix californiae, содержащий два типичных 

прокариотических домена (UniProt: A0A1Y2FMX2). (A) Структура белка, 

показывающая домены гликозидгидролазы и пептидазы M15, каждый из которых 

сопровождается парой цистеин-богатых повторов. (Б) Выравнивание домена 

гликозидгидролазы (Q) с лизоцимом бактерии Lachnoclostridium sp. (T). 

Идентичность последовательности составляет 35 . (В) Выравнивание домена 

пептидазы M15 (Q) с пептидазой бактерии Bacteroides clarus (T). Идентичность 

последовательности составляет 50 . 
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Далее рассматривали степень сходства всех доменов, связанных с цистеин-

богатыми повторами, с последовательностями вирусов. Для 31 различных белков 

обнаружено сходство с последовательностью бактериофага Streptomyces phage. 

Несколько других вирусов, сходство с которыми обнаружено в нашем анализе, так 

же как и Streptomyces phage, относятся к группе Caudovirales. Сходство с 

последовательностями вирусов Caudovirales обнаружено для белков нескольких 

групп грибов и многоклеточных животних (таблица приложение 13).  

Таким образом, цистеин-богатые повторы, описанные для рустикалина, 

распространены среди многих групп эукариот. Белки, включающие в себя цистеин-

богатые повторы, не являются гомологами рустикалина, однако часто имеют 

строение, аналогичное рустикалину. Они содержат цистеин-богатые повторы и 

домен прокариотического происхождения, который мог быть перенесѐн с участием 

бактериофага.  
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ 

4.1 Туфоксин 

Описан новый белок — туфоксин, специфичный для морулярных клеток 

крови асцидий. Как для асцидии S. rustica, так и для асцидии S. canopus найдено по 

одному зрелому транскрипту, который может кодировать этот белок. Тем не менее 

при разделении белков в полиакриламидном геле и связывании с антителами, 

специфичными к туфоксину, наблюдается присутствие двух белковых полос 

разной массы. Расчѐтная масса белкового продукта на основании транскриптов 

равна 47 кДа для S. rustica и 103 кДа для асцидии S. сanopus. Транскрипт, 

найденный у S. rustica, не полный, поэтому правильнее опираться на массу, 

рассчитанную на основе транскрипта S. canopus. Эта масса значительно больше, 

чем масса белков, если исходить из данных электрофореза. Одно из возможных 

объяснений несовпадения расчѐтной и наблюдаемой массы, а также наличия двух 

белков разной массы, это ограниченный протеолиз исходного белка. Ранее 

показано, что фенолоксидаза бета-подтипа, характерная для членистоногих, 

существует в форме профермента и активируется посредством ограниченного 

протеолиза [193,194]. Также ограниченый протеолиз активирует альфа-тирозиназу 

растений [195]. У иглокожих [196], головохордовых [197] и оболочников 

[196,198,199] ограниченный протеолиз фенолоксидазы in vitro значительно 

повышал еѐ активность, хотя она может быть активна без протеолитической 

активации или за счет спонтанной активации. Белковые продукты, 

идентифицированные с помощью SDS-электрофореза, имеют массу 48 и 26 кДа и 

могут быть результатом разных вариантов протеолиза одной молекулы-
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предшественника. Пептиды из белковой зоны 48 кДа, определенные масc-

спектрометрически, сконцентрированы в центральной области 

последовательности. Таким образом, положение этих пептидов может показывать 

реальные границы зрелого белка. Пептиды из белковой зоны 26 кДа расположены в 

С-концевой области последовательности, но их недостаточно, чтобы определить 

границы зрелого белка. 

Аминокислотная последовательность, предсказанная на основе полного 

транскрипта туфоксина, может содержать четыре различных функциональных 

домена: EGF-подобные кальций связывающие домены, тромбоспондиновые 

повторы первого типа, тирозиназный домен и купредоксин-подобный домен. 

Белковый продукт 48 кДа содержит тромбоспондиновые повторы первого типа и 

тирозиназный домен. Самый короткий белковый продукт содержит только 

тирозиназный домен. Тирозиназный домен всегда присутствует у всех гомологов 

туфоксина. Поэтому можно считать, что именно тирозиназный домен является 

ключевой функциональной частью туфоксина и родственных белков. Основные 

позиции активного центра тирозиназного домена, отвечающие за связывание ионов 

меди, присутствуют в предсказанной последовательности туфоксина. Эти позиции, 

вероятно, очень консервативны, поскольку совпадают с аминокислотами активного 

центра тирозиназы грибов [200]. Клонированный транскрипт S. rustica содержит 

замену металл-связывающего гистидина на аргинин. При этом последовательности 

из транскриптомных сборок не содержат этой замены. Пептиды, полученные масс-

спектрометрически, соответствуют варианту последовательности из 

транскриптомной сборки, который, вероятно, чаще представлен, чем 

клонированная последовательность. Эти различия можно отности к высокой 
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вариабельности последовательностей, которая подтверждается также присутствием 

большого числа аминокислотных замен в триптических пептидах. 

Наличие тирозиназного домена не обязательно свидетельствует о 

тирозиназной ферментативной активности. Поэтому правильнее говорить, что 

белковые продукты туфоксина относятся к «фенолоксидазам». Фенолоксидазы 

способны окислять свободные фенолы или фенольные группы в составе других 

молекул, образуя высоко активные соединения, такие как хиноны или их 

производные [69]. Эти молекулы далее реагируют с боковыми цепями 

аминокислот, что приводит к образованию поперечных сшивок. Этот процесс 

называется склеротизацией или фенольным задубливанием. В частности, хиноны 

образуют сшивки в процессе заживления ран [201,202]. Они также 

полимеризуются, образуя меланиновые капсулы вокруг патогенов [203,204] или 

напрямую убивая микроорганизмы [205]. Процесс склеротизации задействован при 

образовании различных твѐрдых тканей тела беспозвоночных: биссус мидии 

[206,207], кутикула насекомых [208–210] и клюв кальмара [83,211]. 

Фенолоксидазная реакция наблюдалась в тунике асцидий [64], но белок, 

обеспечивающий эту реакцию, был ранее не известен. Зная, что морулярные клетки 

дегранулируют в тунике асцидий [94], предполагается, что тирозиназный домен в 

составе туфоксина участвует в склеротизации туники. 

Наряду с тирозиназным доменом более длинные белковые продукты содержат 

домен тромбоспондиновых повторов первого типа. Тромбосподины представляют 

собой мультимерные Са-связывающие гликопротеины, которые работают на 

клеточной поверхности и во внеклеточном матриксе. Они отвечают за клеточную 

адгезию [212], миграцию и поддержание формы клеток [213]. Роль TSP домена в 
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формировании внеклеточного матрикса подтверждается его участием в процессе 

линьки у нематод [214].  TSP домен туфоксина имеет достоверное сходство с 

последовательностью нематоды Caenorhabditis briggsae. Белки с 

тромбоспондиновыми повторами первого типа описаны ранее для асцидий 

C. intestinalis и C. savignyi [215,216]. Предполагается, что эти белки асцидий 

способны к олигомеризации [216]. В составе этих белков могут присутствовать 

EGF-кальцийсвязывающие домены, но ферментативных доменов они не содержат. 

В составе туфоксина присутствуют фенолоксидаза и тромбоспондиновые повторы. 

Можно предположить, что наличие этого домена может обеспечить 

олигомеризацию или взаимодействие туфоксина с другими компонентами 

внеклеточного матрикса. Таким образом, туфоксин должен участвовать в 

формировании туники посредством двух функциональных доменов: тирозиназного 

домена, который может выполнять функцию склеротизации, и домена 

тромбоспондиновых повтров первого типа, который может взаимодействовать с 

другими компонентами внеклеточного матрикса. Более короткий вариант 

туфоксина не содержит тромбоспондиновых повторов. Поскольку, вероятно, что 

укороченный вариант является результатом ограниченного протеолиза, можно 

предполагать, что отрезание тромбоспондинового повтора будет влиять на 

способность туфоксина взаимодействовать с молекулами внеклеточного матрикса.  

Гомологи туфоксина у других асцидий могут содержать в своей 

последовательности ещѐ один консервативный домен. Это купредоксин-подобный 

домен. В том случае, когда невозможно предсказать присутствие этого домена, 

можно увидеть сходство последовательностей на основании выравнивания. Таким 

образом, часть гомологов туфоксина содержат купредоксин-подобный домен или 
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купредоксин-подобную последовательность. Купредоксин относится к 

медьсодержащим белкам I типа. У бактерий рода Streptomyces купредоксин-

подобный белок MelC1 коэкспрессируется с тирозиназой, предполагается, что он 

участвует в связывании меди и загрузке ее в активный центр фермента [217]. Этот 

пример показывает функциональную ассоциацию доменов купредоксина и 

тирозиназы. Однако в случае купредоксиновых доменов асцидий в консервативных 

позициях отсутствуют гистидины или цистеины, которые могут связывать ионы 

меди. Описаны и другие случаи, когда способность к связыванию меди 

купредоксиновыми доменами потеряна, например, у гемоцианина моллюска 

Megathura crenulata или эктодомена эфрина мыши [218,219]. В гемоцианинах 

моллюсков купредоксиновый домен может служить для сборки функциональных 

единиц мультимерного белкового комплекса [188], который необходим для 

транспорта кислорода. Есть данные, которые свидетельствуют о димеризации 

фенолоксидазы C. intestalis CinPO1 после введения липополисахаридов клеточной 

стенки бактерий [89,199]. Этот фермент относится к тирозиназам бета-подтипа. 

Можно предположить, что купредоксин-подобная последовательность в составе 

белковых продуктов туфоксина, принадлежащих альфа-тирозиназам, также может 

участвовать в олигомеризации. 

Тирозиназы асцидий, описанные ранее, относятся к артроподному подтипу 

[57] и подтипу, характерному для позвоночных [220]. Однако туфоксин имеет 

очень низкое сходство с этими ферментами. Поиск с помощью алгоритма BLAST 

не позволяет найти достоверное сходство с этими ферментами. Выравнивание 

тирозиназ артроподного типа, которые синтезируются в клетках крови асцидий, с 

туфоксином позволяет увидеть сходство коротких наиболее консервативных 



79 
 

участков активного центра. Более близкие родственные туфоксину 

последовательности, обнаруженные с помощью алгоритма BLAST, принадлежат 

асцидиям, а также моллюскам, кольчатым червям, грибам и бактериям. У других 

оболочников, Thaliacea и Appendicularea, не встречены последовательностей, 

родственных туфоксину. Это может быть связано со вторичной утратой 

соответствующих генов. Покровы Thaliacea и Appendicularea мягкие и прозрачные 

[221,222], предназначены для пелагического образа жизни. Вероятно, такие 

покровы лишены склеротизации. Поэтому утрата генов, кодирующих туфоксин, 

косвенно подтверждает нашу гипотезу об участии туфоксина в склеротизации 

туники. 

Таким образом, тирозиназный домен туфоксинов имеет наиболее близких 

общих предков среди многоклеточных животных у моллюсков и кольчатых червей. 

Также последовательность домена тирозиназы туфоксина сохранила предковые 

черты, поскольку алгоритм BLAST находит еѐ достоверное сходство с ферментом 

бактерий. Тирозиназный домен туфоксина имеет ключевые аминокислоты в 

активном центре, характерные для тирозиназ альфа-подтипа. Ферменты этой 

группы считаются наиболее древними из трѐх подтипов тирозиназ [18]. 

Тирозиназы альфа-подтипа являютcя секреторными белками. Это согласуется с 

данными о присутствии секреторного сигнального пептида в последовательности 

туфоксина S. canopus. Тирозиназные домены туфоксина кластеризуются на 

филогенетическом дереве с тирозиназными доменами гемоцианинов моллюсков, 

которые также относятся к альфа-подтипу. Это объясняет отличие туфоксина от 

фенолоксидаз асцидий, описанных ранееи относящихся к бэта и гамма подтипам. 
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На схеме (рис. 20) изображен доменный состав альфа-тирозиназ, 

принадлежащих разным таксономическим группам, который демонстрирует 

происхождение туфоксина. Происхождение основного тирозиназного домена 

туфоксина можно проследить, начиная от тирозиназы бактерий. Другие домены 

туфоксина приобретены им на более поздних этапах эволюции. 

Тромбоспондиновые повторы первого типа появляются у туфоксина только в ветви 

Оболочников. 

 
Рисунок 20. Схема доменного состава альфа-тирозиназ, принадлежащих к 

разным таксономическим группам. TSP1 - тромбоспондиновый повтор первого 

типа, Tyr - тирозиназа, CuOx - домен семейства купредоксинов. 

 

С помощью филогенетического анализа оценивали не только происхождение 

тирозиназного домена туфоксинов, но и время появления дополнительных доменов 

в составе гомологов туфоксина. Присутствие купредоксинового домена является 

характерной чертой гемоцианинов моллюсков [188,218,223]. При этом 

купредоксин-подобные последовательности присутствуют не у всех гомолгов 

туфоксина. Можно заметить, что среди гомологов туфоксина Оболочников 
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выделяются две клады с высокой статистической поддержкой. Только в одной из 

них белки содержат купредоксин-подобные последовательности. Эти две клады не 

соответствуют таксономическим группам внутри подтипа Tunicata. Напротив, у 

большинства изученных видов есть последовательности в каждой из этих двух 

ветвей. Такая топология дерева указывает на дупликацию предковой 

последовательности туфоксина. Таким образом, купредоксин в составе альфа-

тирозиназ асцидий может быть унаследован от общего белкового предшественника 

с гемоцианинами моллюсков, но утрачен в одной из аллелей после события 

дупликации. 

В отличие от купредоксин-подобной последовательности, TSP домен 

присутствует в обоих кладах туфоксинов Оболочников. У других предстваителей 

альфа-тирозиназ в последовательности отсутствуют тромбоспондиновые повторы 

первого типа. Тирозиназный домен и тромбоспондиновые повторы первого типа 

широко распространены у эукариот [224–226], но белки, содержащие 

одновременно эти два домена, в настоящее время обнаружены только у 

Оболочников. Более того, эти повторы впервые обнаружены в медь-связывающих 

белках III-типа и могут является эволюционным приобретением линии 

Оболочников. 

4.2 Рустикалин 

Клетки крови асцидии S. rustica содержат новый белок, рустикалин, 

специфичный для гиалиноцитов. У S. rustica найдено три варианта рустикалина, 

которые отличаются по аминокислотной последовательности. Один из этих 

вариантов укорочен на С-конце по сравнению с двумя другими 

последовательностями и гомологами S. canopus и S. clava. Можно говорить о 
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существовании, по крайней мере, трѐх аллелей гена рустикалина у S. rustica. 

Другие полноразмерные гомологи рустикалина найдены у представителей низших 

Хордовых, а также у одного представителя кораллов и у примитивного 

многоклеточного животного Trichoplax adhaerens. Можно заметить, что гомологи 

рустикалина не ограничены одной таксономической группой Хордовых, а 

присутствуют у других эволюционно отдалѐнных животных. 

Последовательность рустикалина и его гомологов у других видов исследовали 

методами биоинформатики. Предсказание доступности полипептидной цепи для 

растворителя показало наличие двух структурных доменов в составе рустикалина. 

На N-конце молекулы расположен сигнальный пептид, который должен направлять 

белок для секреции во внеклеточное пространство. Кроме этого, N-концевой домен 

содержит два цистеин-богатых повтора. Поиск родственных белков на основании 

последовательности и предсказанной вторичной структуры цистеин-богатых 

повторов показал их сходство с β-дефенсинами. Эти антимикробные белки 

отвечают за лизис патогенов [55,57] за счѐт встраивания в их мембрану [227]. С-

концевой домен рустикалина и его гомологов относится к пептидазам MD клана. 

Другими представителями пептидаз MD являются ферменты, разрезающие 

клеточную стенку бактерий [220,228,229]. Максимальное сходство наблюдается с 

ферментом L-аланил-D-глутаматпептидазой. Каталитические, субстрат-

связывающие и Zn-связывающие аминокислотные остатки [228] присутствуют у 

большинства гомологов рустикалина, что позволяет предположить, что эти белки 

могут обладать пептидазной активностью. Хотя функция рустикалина и 

родственных белков пока не доказана, можно предположить, что N-концевой 
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домен способен встраиваться в мембрану бактериальных клеток, а С-концевой 

домен разрезать слой пептидогликана.  

Рустикалин специфически экспрессируется в гиалиноцитах, которые 

составляют около 26  популяции клеток крови [6], при этом в морулярных 

клетках такой транскрипт отсутствует. Тот факт, что рустикалин специфичен для 

гиалиноцитов, не противоречит его предполагаемой защитной функции. 

Гиалиноциты или их эквиваленты у других видов асцидий выполняют такие 

функции, как фагоцитоз [5,6] и синтез цитокинов [230]. Другой белок из фракции 

клеток крови асцидии Halocynthia roretzi, похожей на фракцию гиалиноцитов, 

охарактеризован как Zn-зависимая металлопротеаза, активируется 

липополисахаридами клеточной стенки бактерий [13–15] и, следовательно, может 

быть вовлечен в иммунные реакции. 

В то же время пара цистеин-богатых повторов показала достоверное сходство 

с белком клеща Rhipicephalus bursa, ингибитором карбоксипептидазы. Этот белок 

также имеет β-дефенсин подобную укладку [191], но его функция заключается в 

ингибировании карбоксипептидазы A/B крови млекопитающих [231]. На 

основании этого можно предложить альтернативный сценарий взаимодействия N- 

и С-концевых доменов, при котором N-концевой домен не выполняет 

бактерицидной функции, а действует как регулятор активности С-концевого 

домена. Такой способ ингибирования описан для карбоксипептидаз А/В (М14) 

[232], для цинкзависимых матриксных металлопротеаз (ММП) [233], а также для 

фермента LytM [234], относящегося к пептидазам MD [235]. Таким образом, 

перфорация бактериальной мембраны, которая характерна для β-дефенсинов, могла 
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быть предковой функцией N-концевого домена рустикалина и впоследствии 

видоизменилась для ингибирования ферментативного домена.  

В результате клонирования кДНК рустикалина получено три варианта 

последовательностей, одна из которых укорочена на С-конце. Две другие 

последовательности являются полноразмерными, но отличаются в нескольких 

аминокислотных позициях. При этом только один из вариантов рустикалина 

S. rustica содержит все аминокислоты, необходимые, чтобы C-концевой домен мог 

выполнять ферментативную функцию. Возможно, рустикалин, не способный 

разрезать клеточную стенку бактерий, тем не менее, может участвовать в работе 

иммунной системы [236,237], подобно сигнальной молекуле Hedgehog, которая 

тоже относится к семейству пептидаз MD [238]. 

4.3 Горизонтальный перенос генов 

С-концевой домен рустикалина и его гомологов относится к пептидазам MD 

клана, которые в основном представлены ферментами бактерий. Поиск наиболее 

близких родственных последовательностей С-концевого домена рустикалина с 

помощью BLASTp позволил обнаружить 39 белков бактерий, с которыми 

наблюдается достоверное сходство. Поэтому выдвинуто предположение, что 

кодирующая последовательность С-концевого домена рустикалина имеет 

бактериальное происхождение. Другой пример горизонтального переноса генов 

описан на геноме асцидии C. intestinalis и переносе гена целлюлозосинтазы 

бактерий [105]. В работе, описывающей перенос гена целлюлозосинтазы, с 

помощью построения филогении удалось определить вероятного бактериального 

донора этого гена Streptomyces sp. [105]. Гомологи рустикалина присутствуют у 

всех Хордовых, кроме позвоночных, тогда как ген целлюлозосинтазы присутствует 
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только у Оболочников. Это означает, что образование гена рустикалина произошло 

раньше дивергенции Оболочников и остальных Хордовых. А приобретение гена 

целлюлозосинтазы должно было произойти уже после отделения Оболочников в 

отдельную группу. Вероятно, возраст переноса кодирующей последовательности 

С-концевого домена от бактерий к предкам Хордовых слишком велик, что не 

позволяет идетифицировать непосредственного бактериального донора.  

Полноразмерные гомологи рустикалина присутствуют у представителй 

Хордовых, а также у примитивного многоклеточного животного Trichoplax 

adhaerens [239,240] и коралла Alveopora japonica. Белки, которые имеют сходство с 

рустикалином только в С-концевом домене, присутствуют и у других 

многоклеточных животных, таких как другие виды кораллов, коловратки и одного 

представителя ракообразных Cyprideis torosa. Перечисленные группы животных 

очень далеки друг от друга филогенетически, их можно объединить только в 

общий таксон Многоклеточные животные - Metazoa [241]. Поэтому нельзя 

исключить, что перенос кодирующей последовательности, родственной 

С-концевому домену рустикалина, проходил независимо в этих группах животных. 

Филогенетический анализ показывает, что белки всех эукариот, за исключением 

представителя ракообразных, находятся в одной кладе. Белок ракообразного 

Cyprideis torosa кластеризуется с другими бактериальными последовательностями 

нежели остальные эукариоты с высокой статистической значимостью 

(Бутстрэп >90). Таким образом, можно говорить о двух независимых событиях 

переноса кодирующей последовательности пептидазного домена из генома 

бактерий в геномы эукариот. Одно из них – это перенос в геном Cyprideis torosa, 
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второе определило присутствие этого гена у остальных эукариот (Хордовых, 

Кораллов, Коловраток и T. adhaerens). 

Ассимиляция бактериальных генов в геноме эукариот должна сопровождаться 

появлением интронов [242]. Полноразмерные гомологи рустикалина содержат 

интроны в участке между эукариотическим N-концевым доменом и бывшим 

прокариотическим С-концевым доменом, но также два интрона находятся внутри 

последовательности, приобретенной из бактериального генома. Стоит учесть, что 

геномы бактерий и геном бактериофагов не содержат интроны [190]. Поэтому они 

должны были появиться в составе гена после его переноса в геном эукариот [243]. 

В этом случае отличие в положении интронов могло бы свидетельствовать о 

независимом переносе гена бактерий, а одинаковое положение интронов о 

единственном событии переноса гена бактерий в эукариотический геном. Ген 

Cyprideis torosa и гены коловраток не содержат интроны в области, кодирующей 

С-концевой домен. Для остальных генов анализ положения интронов возможен. 

Положение четвертого интрона внутри кодирующей области С-концевого домена 

идентично для асцидии C. intestinalis, головохордовых B. floridae, кораллов и 

T. adhaerens. Маловероятно, что одинаковые положения интронов являются 

результатом их независимого встраивания в последовательности ДНК. Поэтому 

наиболее вероятно, что четвертый интрон появился в результате единичного 

встраивания интрона в кодирующую область С-концевого домена. Это 

подтверждает данные филогении о том, что гомологи рустикалина C. intestinalis, 

B. floridae, кораллов и T. adhaerens образовались в результате одного переноса гена 

от бактерий в геном эукариот. 
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Сходство С-концевого домена рустикалина с L-аланил-D-глутаматпептидазой 

бактериофага A500 (E-value 1,5e-16) предполагает возможное участие этого вируса 

в качестве вектора переноса гена. В дальнейшем это подтвердили  анализом 

некодирующих участков гена гомолога рустикалина C. intestalis, содержащих 

последовательность, сходную с сайтом рекомбинации бактериофага А500 [190]. 

Также обнаружено, что Streptomices sp., прокариотический донор гена 

целлюлозсинтазы асцидий [105], содержит последовательность, подобную сайту 

рекомбинации бактериофага А500, лежащую на хромосоме рядом с геном 

каталитической субъединицы целлюлозосинтазы (bcsA). Этот факт подтверждает 

гипотезу о том, что рекомбинация бактериофага вовлечена в горизонтальный 

перенос генов. В то же время можно говорить о том, что горизонтальный перенос 

гена целлюлозосинтазы и гена пептидазного домена рустикалина происходил по 

общему механизму. Другая модель переноса генов от прокариотического донора к 

эукариотному акцептору с участием бактериофага предложена ранее 

[144,156,158,159,244]. В частности, описано, что горизонтально приобретенные 

гены насекомых в геноме бактериального донора Wolbachia связаны с областями 

профагов [245]. Многие случаи горизонтального переноса генов описаны 

исключительно на основе сходства последовательностей [110,128,134,137,143,246–

248]. В представленной работе, показав наличие вероятного сайта рекомбинации 

методами биоинформатики, продемонстрированы убедительные доказательства 

механизма переноса с участием бактериофага. 

Аминокислотная последовательность цистеин-богатых повторов рустикалина 

C. intestalis содержит сайты рекмбинации бактериофага (AttP) внутри своих 

интронов. Близкие по последовательности аминокислотные повторы найдены во 
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многих белках грибов и многоклеточных животных. Распределение белков с 

богатыми цистеином повторами среди многоклеточных Metazoa не сосредоточено 

в какой-либо филогенетической группе, а представлено небольшим количеством 

белков в нескольких таксонах. Такое необычное распределение ранее описано как 

отличительная черта горизонтально приобретенных генов [123,244,246]. Доменная 

архитектура белков с цистеин-богатыми повторами показывает наличие 

консервативных функциональных доменов. Хотя сами цистеин-богатые повторы 

обнаруживаются почти исключительно в эукариотических белках, 

ассоциированные с ними домены, которые удалось идентифицировать, часто 

типичны для прокариот или бактериофагов (рис 21). Среди них такие домены как 

фаговый лизоцим (PF00959), амидаза (PF01510) пептидаза М15 (PF13539) и другие. 

Поиск физиологических функций возможных прокариотических или вирусных 

доменов показал, что девять из шестнадцати доменов являются ферментами, 

гидролизующими клеточную стенку бактерий. Более того, ген кутиназы, который 

присутствует и у прокариот, и у эукариот, вероятно, перенесен горизонтально от 

бактерий к грибам [123]. 
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Рисунок 21 Консервативные домены связаны с цистеин-богатыми повторами. 

(A) Наличие консервативных доменов в белках, содержащих цистеин-богатые 

повторы. (Б) Процент белков, содержащих консервативные домены с определѐнной 

функцией или типичные для определѐнного таксона. Функции консервативных 

доменов и принадлежность к таксону получены из баз данных Pfam, InterPro и 

CAZy. 

 

Результаты поиска родственных последовательностей в геномах прокариот 

позволили найти достоверные совпадения (E value<0,0001) для 13 доменов, 

относящихся к разным семействам белков. Некоторые обнаруженные семейства 

белков описаны в литературе ранее как примеры горизонтального переноса генов. 
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Например, фаговый лизоцим горизонтально перенесен в геном двустворчатых 

моллюсков [134], а домен гликозидгидролазы, вероятно, независимо перенесѐн в 

геномы архей и трех разных групп эукариот [144]. Некоторые из белков, для 

которых не удалось предсказать консервативные домены, относятся к видам с 

ранее описанными множественными случаями горизонтального переноса. 

Например, к представителям грибов Pochonia chlamydosporia, которые содержат 

участок чужеродной ДНК длиной 100 т.п.н. [249], или Fusarium oxysporum [250] и 

Metarhizium majus [251]. 

Среди белков, которые содержат цистеин-богатые повторы и другие 

консервативные домены, найден белок представителя грибов 

Neocallimastix californiae (UniProt ID: A0A1Y2FMX2) с необычным строением. Он 

содержит две пары цистени-богатых повторов, каждая пара повторов 

сопровождается своим консервативным доменом. Согласно нашим результатам, 

оба домена демонстрируют значительное сходство (E-value: 2.0E-28 и 2.6E 33) с 

бактериальными последовательностями. Гликозидгидролазный домен имеет 

родственную последовательность в геноме бактерий Lachnoclostridium sp. Домен 

пептидазы М15 имеет родственную последовательность в геноме бактерий 

Bacteroides clarus. Следует отметить, что род Lachnoclostridium относится к типу 

Firmicutes, а род Bacteroides — к типу Bacteroidetes. Таким образом, два возможных 

бактериальных донора относятся к разным группам бактерий [252], а значит, 

скорее всего, ген должен был образоваться в результате двух независимых событий 

горизонтального переноса генов. 

Консервативные домены, образующие белок вместе с цистеин-богатыми 

повторами, часто имеют сходство с последовательностями вирусов. Можно 
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предполагать, что эти вирусы выступали переносчиками генетического материала. 

Наиболее часто они относятся к группе Caudovirales. Представители Caudovirales 

имеют широкий спектр хозяев, относящихся к бактериям и археям [253], и могут 

проникать в эукариотичеескую клетку в экспериментальных условиях [158]. 

Данные, полученные на различных белках, содержащих цистеин-богатые повторы, 

подтверждают гипотезу о том, что бактериофаги являются посредниками в 

переносе генов от прокариот к эукариотам. Вероятно, образование гена 

рустикалина в геноме асцидий является частным случаем такого процесса.  
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ВЫВОДЫ 

1. Новый белок, туфоксин, специфичен для морулярных клеток крови и 

секретируется в тунику. В структуре белка можно выделить два функциональных 

домена: тирозиназный домен и домен тромбоспондиновых повторов первого типа. 

2. Тирозиназный домен относится к альфа-подтипу. Наблюдается гомология 

этого домена с гемоцианинами моллюсков. Можно проследить вертикальное 

наследование последовательности тирозиназного домена, начиная от прокариот. 

3. Новый белок рустикалин специфичен для гиалиноцитов крови асцидий. В 

его структуре можно выделить домен цистеин-богатых повторов и пептидазный 

домен. 

4. Пептидазный домен рустикалина и его гомологов является родственным 

последовательностям бактерий и бактериофагов. Это свидетельствует о возможном 

горизонтальном переносе кодирующей последовательности этого домена с 

участием бактериофага в качестве вектора переноса.  
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ПРИЛОЖЕНИЕ 

Приложение 1 

>Sru_Tuph_cloned cDNA 
TTTTCATACACTCATGTATAAAACCTGCAAGACCGGAGGAGCAAAGAGAGTGCAAAGGTTTGATGTAGAT

GTTGATGGCAAAACTGACATCATCATCAATTATGTCTGCGTTGGCCTAAAGTGGACGGTAAAGAACGTCTTTGATA
CCGAAGCTAAATGGGAAACATGGAGCTGTTGGAACACATGCAAACCAACCTGTTCAGGTGGAATTCAGACCCGGA
CTCGTATTTGCAAACATGGCCTTGTGGGAGAAGGCAGGTGTAAAGGACCAGCAACTGAATACAAGGAATGCTACA
CCGGGAGAAAATGCAAATTGCGTGTCAGGAGAGAGGCTCATTCACTGAACCGAGTACAGAAGAAAGATCTTATTC
AAGCGATGAGGAAATACAAAAAGGATACTAGCAATTTTGGATTCCACAATGCGGCTGGGACTCACGTCTTTCCTTA
TCAGTGCATGGGACCAGATGGAAATATGGCAGGATGTTGCTACCATGGTGCAAGACTCAACTTTGCAATGTGGCA
CAGAGCTGAATTATTGAACTTTGAAGAAGGACTTACAAGGCATCTCAAAGATAAAACTCTAGGATTGCCTTACTGG
GACTGGCTTAAATATCCTGAGCCGCCTGCATTGGTTTGGAGCAAGAAACTATACGGCAAGGAAAATCCGTTTACGT
CCATGACTATTCGATACGACACTACCCCGCATACCCTGACACAACGTTCCCCCACGGTCTATCCTTTCATGGTCAAA
GTGTCGAAGGACAACTACTATGTTGCACAAAAGTTGATGCAGTCACACACCATCCATGAGTTTTCCGAGGCTCTTG
AGAACTCTCACAACACCATTCGTGCTGCTATTTGCTGGGGAAAGGAATCAGCCGCTGGCAAATGTACCTACTCAAT
GGGTAGTCTCACATATGCGGGATTCGATCCAGTCTTCTTTTTTCATCATGCAAACGTCGACAGACTTTTCTCCGTTTT
CCAAAACTGGATGTCAGCTCATGGCGAAGAAGCTTGGACCAGACAGTCTGTGCTTGAACCTCAAGAAAACATCTT
CCATTTCAATGAACCATACCTGCCGTTCAGAAACAAGACTCTCACTCCATTCAAAAAGCTTCAGGAACTCGCCAGCA
TCCAGAATATGTTTTACTACAGGGAATTGCTGGGATACAGGTATGACAACCTCGCAGTGCAATCTAGATGCATCGC
GATACG 

>Sru_Tuph_translation frame2 
FHTLMYKTCKTGGAKRVQRFDVDVDGKTDIIINYVCVGLKWTVKNVFDTEAKWETWSCWNTCKPTCSGGIQT

RTRICKHGLVGEGRCKGPATEYKECYTGRKCKLRVRREAHSLNRVQKKDLIQAMRKYKKDTSNFGFHNAAGTHVFPYQ
CMGPDGNMAGCCYHGARLNFAMWHRAELLNFEEGLTRHLKDKTLGLPYWDWLKYPEPPALVWSKKLYGKENPFTS
MTIRYDTTPHTLTQRSPTVYPFMVKVSKDNYYVAQKLMQSHTIHEFSEALENSHNTIRAAICWGKESAAGKCTYSMGS
LTYAGFDPVFFFHHANVDRLFSVFQNWMSAHGEEAWTRQSVLEPQENIFHFNEPYLPFRNKTLTPFKKLQELASIQNM
FYYRELLGYRYDNLAVQSRCIAIR 

Приложение 2 

 

S – замена аминокислоты, TYR – тирозиназный домен. 
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Приложение 3 

 

TYR – тирозиназный домен. 

 

Приложение 4 

Цветовые обозначения 

Ascidiacea Annelida Mollusca Fungi Cyanobacteria 

ID последовательности 
База 

данных название вид 

NODE_28777    a) de novo 
Sru_Tuphoxin 

Styela rustica 

NODE_67444    a) de novo Styela rustica 

NODE_7091 de novo S.rustica.1 Styela rustica 

NODE_7704 de novo S.rustica.2 Styela rustica 

NODE_15578 de novo S.rustica.3 Styela rustica 

SC_m.117002.p1 GitHub Sca_Tuphoxin Styela canopus 

SC_m.152480.p1 GitHub S.canopus.1 Styela canopus 
SC_m.16402.p1 GitHub S.canopus.2 Styela canopus 

SC_m.86302.p1 GitHub S.canopus.3 Styela canopus 

SC_m.42250.p1 GitHub S.canopus.4 Styela canopus 

SC_m.26137.p1 GitHub S.canopus.5 Styela canopus 

AA49_m.7122.p1 GitHub S.clava.1 Styela clava 

AA49_m.7119.p1 GitHub S.clava.2 Styela clava 

AA49_m.30831.p1 GitHub S.clava.3 Styela clava 

AA49_m.87151.p1 GitHub S.clava.4 Styela clava 

AA49_m.2942.p1 GitHub S.clava.5 Styela clava 
AA49_m.30764.p1 GitHub S.clava.6 Styela clava 

AA49_m.72475.p1 GitHub S.clava.7 Styela clava 

AA49_m.3326.p1 GitHub S.clava.8 Styela clava 

Haaura.CG.MTP2014.S1292.g08050.02.p Aniseed Hau_Tuphoxin1 
Halocynthia 
aurantium 
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Haaura.CG.MTP2014.S1209.g07864.01.p Aniseed H.aurantium.1 
Halocynthia 
aurantium 

Phfumi.CG.MTP2014.S5765.g07096.01.p    
b) Aniseed Ph.mammillata.1 

Phallusia 
mammillata  

Phfumi.CG.MTP2014.S5765.g07097.01.p    
b) Aniseed Ph.mammillata.2 

Phallusia 
mammillata  

CAB3267405.1 GenBank Ph.mammillata.3 
Phallusia 
mammillata  

Moocul.CG.ELv1_2.S110138.g11514.01.p Aniseed M.oculata.1 Molgula oculata 

Moocul.CG.ELv1_2.S61057.g03850.01.p Aniseed M.oculata.2 Molgula oculata 

Moocci.CG.ELv1_2.S255256.g05916.01.p Aniseed M.occidentalis.1 
Molgula 
occidentalis 

Moocci.CG.ELv1_2.S565922.g22193.01.p Aniseed M.occidentalis.2 

Molgula 

occidentalis 

Moocci.CG.ELv1_2.S454880.g14754.01.p Aniseed M.occidentalis.3 
Molgula 
occidentalis 

Moocci.CG.ELv1_2.S568724.g22364.01.p Aniseed M.occidentalis.4 
Molgula 
occidentalis 

CJ410700.1 GenBank M.tectiformis 

Molgula 

tectiformis 
XP_026691523.1 GenBank C.intestinalis.2 Ciona intestinalis 

XP_002122867.2 GenBank C.intestinalis.1 Ciona intestinalis 

XP_018672468.2 GenBank C.intestinalis.3 Ciona intestinalis 

XP_018671739.2 GenBank C.intestinalis.4 Ciona intestinalis 

XP_002119675.4 GenBank C.intestinalis.5 Ciona intestinalis 

XP_002128425.2 GenBank C.intestinalis.6 Ciona intestinalis 

Boleac.CG.SB_v3.S604.g12287.01.p Aniseed B.leachii.1 
Botrylloides 
leachii  

Boleac.CG.SB_v3.S604.g12288.01.p Aniseed B.leachii.2 
Botrylloides 
leachii  

Boleac.CG.SB_v3.S227.g05332.01.p Aniseed B.leachii.3 
Botrylloides 
leachii  

Boleac.CG.SB_v3.S227.g05333.01.p Aniseed B.leachii.4 
Botrylloides 
leachii  

Boleac.CG.SB_v3.S227.g05334.01.p Aniseed B.leachii.5 
Botrylloides 
leachii  

Boleac.CG.SB_v3.S227.g05338.01.p Aniseed B.leachii.6 
Botrylloides 
leachii  

Boleac.CG.SB_v3.S195.g04406.01.p Aniseed B.leachii.7 
Botrylloides 
leachii  

Boleac.CG.SB_v3.S281.g06648.01.p Aniseed B.leachii.8 
Botrylloides 
leachii  

JG332329.1 GenBank B.schlosseri.1 Botryllus schlosseri 

JG338731.1 GenBank B.schlosseri.2 Botryllus schlosseri 

AWK28007.2 GenBank P.prolifica.1 

Phyllochaetopterus 

prolifica 

AWK28006.2 GenBank P.prolifica.2 
Phyllochaetopterus 
prolifica 
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AWK28003.1 GenBank M. taylori 
Mesochaetopterus 
taylori 

EY523895.1 GenBank C. teleta Capitella teleta 

CAQ64614.1 GenBank T. chilensis Tonicia chilensis 

CAQ64609.1 GenBank N. mirandus 
Nuttallochiton 
mirandus 

CAQ64607.1 GenBank N. conica Notoplax conica 

CAQ64615.1 GenBank A.fascicularis 
Acanthochitona 
fascicularis 

CAQ64608.1 GenBank N.fluxa Nuttallina fluxa 

CAQ64600.1 GenBank C.magnificus Chiton magnificus 

CAQ64603.1 GenBank L.radians 
Lepidozona 
radians 

CAQ30429.1 GenBank C.bouveti Callochiton bouveti 

CAQ30427.1 GenBank N.lineata 

Nierstraszella 

lineata 
CAQ64612.1 GenBank S.brandtii Schizoplax brandtii 

AYO86686.1 GenBank H.pomatia.1 Helix pomatia 

AYO86688.1 GenBank H.pomatia.2 Helix pomatia 

AEO51768.1 GenBank H.lucorum Helix lucorum 

AYO86691.1 GenBank L.stagnalis Lymnaea stagnalis 

CEK95569.1 GenBank A.vulgaris.1 Arion vulgaris 

CEK81230.1 GenBank A.vulgaris.2 Arion vulgaris 

CEK79687.1 GenBank A.vulgaris.3 Arion vulgaris 

CEK74026.1 GenBank A.vulgaris.4 Arion vulgaris 
CEK95583.1 GenBank A.vulgaris.5 Arion vulgaris 

CEK74025.1 GenBank A.vulgaris.6 Arion vulgaris 

AYO86690.1 GenBank A.vulgaris.7 Arion vulgaris 

AYO86689.1 GenBank A.vulgaris.8 Arion vulgaris 

DW255933.1 GenBank E.scolopes.1 

 Euprymna 

scolopes 

DW256698.1 GenBank E.scolopes.2 

 Euprymna 

scolopes 
DAC71535.1 GenBank A.californica.1 Aplysia californica 

CAD88977.1 GenBank A.californica.2 Aplysia californica 

XP_035826072.1 GenBank A.californica.3 Aplysia californica 
AYO86685.1 GenBank C.aspersum Cornu aspersum 

PVD31865.1 GenBank P.canaliculata.1 
Pomacea 
canaliculata 

PVD32161.1 GenBank P.canaliculata.2 
Pomacea 
canaliculata 

PVD32038.1 GenBank P.canaliculata.3 
Pomacea 
canaliculata 

CAH10287.1 GenBank N.nucleus.1 Nucula nucleus 

CAH10286.1 GenBank N.nucleus.2 Nucula nucleus 

CAG28308.1 GenBank M.crenulata.1 

Megathura 

crenulata 
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4BED_B GenBank M.crenulata.2 
Megathura 
crenulata 

CAC82192.1 GenBank H.tuberculata 
Haliotis 
tuberculata 

ANE23704.1 GenBank H.rubra Haliotis rubra 

CX726143.1 GenBank H.discus Haliotis discus 

GT869640.1 GenBank H.diversicolor 
Haliotis 
diversicolor 

ABD47516.1 GenBank S.officinalis Sepia officinalis 

CBW46988.1 GenBank L.cinerea 

Lepidochitona 

cinerea 

AGX25261.1 GenBank M.tuberculata 
Melanoides 
tuberculata 

O61363.1 GenBank E.dofleini.1 
Enteroctopus 
dofleini 

AAA29391.1 GenBank E.dofleini.2 
Enteroctopus 
dofleini 

4YD9_A GenBank T.pacificus.1 
Todarodes 
pacificus 

4YD9_B GenBank T.pacificus.2 
Todarodes 
pacificus 

ADT91166.1 GenBank S.spirula Spirula spirula 

AGV74427.1 GenBank S.maindroni Sepiella maindroni 

CAF03590.1 GenBank N.pompilius Nautilus pompilius 

XP_014789836.1 GenBank O.bimaculoides.1 
Octopus 
bimaculoides 

XP_014779647.1 GenBank O.bimaculoides.2 

Octopus 

bimaculoides 

XP_029636914.2 GenBank O.sinensis Octopus sinensis 
HX972596.1 GenBank P.acuta.1 Physella acuta  

ES748875.1 GenBank B.glabrata  
Biomphalaria 
glabrata  

JK740481.1 GenBank M.acridum 
Metarhizium 
acridum 

FP450128.1 GenBank T.melanosporum 
Tuber 
melanosporum 

FG247591.1 GenBank C.zeae-maydis 
Cercospora zeae-
maydis 

CO033831.1 GenBank C.posadasii 
Coccidioides 
posadasii 

EX805973.1 GenBank L.bicolor Laccaria bicolor 

WP_088241413.1 GenBank C.rhizosoleniae 
Calothrix 
rhizosoleniae 

 

Примечания:    

a) - перекрывающиеся последовательности, образуют транскрипт туфоксина Styela rustica 
b) - перекрывающиеся последовательности, объеденены под именем Ph.mammillata.1.2 
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Приложение 5 
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Приложение 6 

>Rusticalin_2 
MTLSVFLCLFLTLFVAWSDESTCASR YGVCQD YRYHRCIAGYEQQLC SGNSYIRCCRKCSSKCLRIERFYSSGDDICR SIYGGCMHNSNHCSG TWHNGMCGGPSSRKCCVASSGP TTSG SCSLKQ

YTNTNVKGYQGKVIRVATGFVNSMDKINL YAKQCRVEVIVTSSFRKPGKPVSG AIVPPAKISNRMVGHAIDMNLMTRGGFCNSRCL AGQRNRHAMCFIRKVEVGGLRWGQRFP SAPDPVHI
DDRLNQKEPRTWNELYKKLQRLC 

>Rusticalin_1 
MTLSVFLCLFLTLFVAWSDESTCASR YGVCQD YRYHRCIAGYEQQLC SGNSYIRCCKKCSSKCLRIERFYSSGDDICRSIYGGCMHNSNHCSG TWHNGMCGGPSSRKCCVASSGPTTSGSC SLKQ
YTNTNVKGYQGKVIRVATGFVNSMDKINL YAKQCRVEVIVTSSFRK SGKPVSGAIVPPAKISNHMVGHAIDMNLMTRGGFCNSRCLAGQRNRHAMC FIRKVEVGGLRWGQR FPSAPDPVHI

DDRLNQKEPRTWNELYKKLRRLC 
>Rusticalin_S.clava (XP_039255979.1) 
MKLLIFACVVLGCFVIGGQTSACTRIGGTCHDYRTHNC IAGYERGKCSGNSYIRCCKPCSSTCED AELR YVTRQDGQCRAQNGQCKHDSNYCSGQWKSGLCGGSSSRKCC VPSGGTTSGSC TLK

TYTASNVRGYNNKAVRIETG FVNAMNR INGYARECKVTVWVTDSYRKDNAVVPGAIVTPAVK SNHKVGHAIDMILQTSKGWCN SECLAGGQN TDANCFTEKIRGGGNLKWGQDFRKKDPV
HIDDNLNNRHASTWDTLFRKLQPVC 
 

Rusticalin_2        MTLSVFLCLFLTLFVAWSDESTCASR YGVCQDYR YHRCIAGYEQQLCSGN SYIRCCRKCSSKCLRIE-RFYSSGDDICRSIYGGCMHNSNHCSG TWHNGM 
Rusticalin_1        MTLSVFLCLFLTLFVAWSDESTCASR YGVCQDYR YHRCIAGYEQQLCSGN SYIRCCKKCSSKCLRIE-RFYSSGDDICRSIYGGCMHNSNHCSGTWHNGM 
Rusticalin_S.clava  MKLLIFACVVLGCFVIGGQTSACTRIGGTCHDYRTHNCIAGYERGKCSGNSYIRCCKPCSSTCEDAELRYVTR QDGQCRAQNG QCKHDSNYCSGQWKSGL  

 
Rusticalin_2        CGGPSSRKCCVASSGPTTSGSCSLKQYTNTNVKGYQGKVIRVATGFVNSMDKINLYAKQCRVEVIVTSSFRKPGKPVSGAIVPPAKISN RMVGHAIDMNL  

Rusticalin_1        CGGPSSRKCCVASSGPTTSGSCSLKQYTNTNVKGYQGKVIRVATGFVNSMDKINLYAKQCRVEVIVTSSFRKSGKPVSG AIVPPAK ISNHMVGHAIDMNL  
Rusticalin_S.clava  CGGSSSRKCCVPSGG-TTSGSCTLKTYTASNVRGYNNK AVRIETGFVNAMN RINGYARECKVTVWVTDSYRKDNAVVPGAIVTPAVKSNHKVGHAIDMIL  
 

Rusticalin_2        MTRGGFCNSRCLAGQRNRHAMCFIRKVEVGG-LRWGQRFPSAPDPVHIDDRLNQKEPRTWN ELYKKLQRLC 
Rusticalin_1        MTRGGFCNSRCLAGQRNRHAMCFIRKVEVGG-LRWGQRFPSAPDPVHIDDRLNQKEPRTWN ELYKKLRRLC 

Rusticalin_S.clava  QTSKGWCNSECLAGGQNTDANCFTEKIRGGGNLKWGQDF-RKKDPVHIDDNLNNRHASTWDTL FRKLQPVC 

Приложение 7 

>Cioin_2        -----DTDCTNTGGECLEWPITKCLSS-WEIGLCPGGVDRRCCAMCDAACLATEQVW-RLGDALCTASEGECKNTGNSCDGEYVDGKCGGPTSRKCCEPA-R-PPTTPVTPIAGDCPLVKYKTKKVIGLNGRMIVVHP 

>Cioin_1        -----DTACTNTGGECLEWPITKCLAS-WKSGLCLGGVDRRCCAMCDAACLATEQVW-RLGDALCTASEGECKNIGNSCDGEYVAGKCGGPTSRKCCEPA-R-PPTTPVTPIAGDCPLVKYKTKKVIGLNDRMIVVHP 

>Ciosa          -----DSACTNTGGQCLEWPATKCIAP-WTLGLCQGGVDRRCCALCDAACLGMEQLW-QTEDGACTAEGGECKHIGNSCDGDYVNGKCGGDAGRECCIPS-V-PPINPITPVEGDCPLVQYKTKKVIGVDKSRILIHP 
>Alvja          -----DTQCILQGGTCVDWRYYVCNGG-VESGLCNGDSNRRCCLDCNSLCQSNEASWDSCCDSACKNSGGNCQDDSNYCSGFYQSGSCGGPSSRKCCTTS-G--------TGGGSCTLQVYSSTYIRGYNGLAVEYEP 

>Alvja_2        SAYSSDLQCNLQGGTCVDWRYYVCNAG-VESGLCDGDSNRRCCLDCSTACVADENNWDSCCDSACKNDGGNCQDDSNYCSGSYQSGMCGGPSSRKCCGAS-G--------TGGGSCTLQTYSSTYIKGYNGLQVEYEP 
>Dipli          ----SDFGCTSQGGSCVDWRYYKCSAG-VESGLCDGDSNRRCCLDCNNACVSEEQEYASCCDSACVDNGGVCQDNSNYCSGSYSSGKCGGSSSRQCCGAS-S--------TGGGGCTLQTYSSTYIKGYNGLTVEIEP 

>Cioin_3        ----SDYRCTNQGGSCVDYRYYVCNGG-VENGLCDGDSNRRCCLECDNSCQSDVNNWESCCDSACTSISGSCQDNSNYCDGSYSSGKCGGPSDRQCCSKS-T-G------GSSGSCSLLTYSTSSVKGYNGLTIEIEP 
>Bosch          A--LGDSACTNIGGTCLDWRYYKCTAG-YETGLCSGDSNNRCCQNCDATCAALEASY---DDSSCENNGGECKDNTNYCSGSYQSGLCGGPSGRQCCSSN-SAG------GGGGSCDLVTYSSSRIIGYNYLTVKVHS 

>Oikdi_2        -------ACDRIGGQCLDWRYYKCTAG-YETGLCSGDSNRKCCKPCNTSCQLQENND-AKGDAKCNDAGGKCQHNSNYCSGSYSGGMCGGDSSRQCCGAS-G-G------GGSGECNLVRYSNTYIKGYNGLRIEVDA 
>Oikdi          Q--IGDSGCDRIGGQCLDWRYYKCTAG-YESGLCSGDNNRKCCKNCDTTCQWQESQD-AKGDSKCEDAGGKCQHNTNYCSGSYQGSMCGGSSSRQCCGAS-G-G------GGGGDCNLVRYTNTHIKGYNGLRVEVDA 

>Styru          ----DESTCASRYGVCQDYRYHRCIAG-YEQQLCSGNSYIRCCKKCSSKCLRIERFY-SSGDDICRSIYGGCMHNSNHCSGTWHNGMCGGPSSRKCCVAS-S-GP-----TTSGSCSLKQYTNTNVKGYQGKVIRVAT 

>Brafl_2        -----DGACNAMSGTCLDWRYYKCTAG-YEVGLCSGDSNRRCCKQCTSSCISDQDYWDTYSDSACKDAGGECKDDSNYCDGSYNSGMCGGPSERKCCLKG-SSGG---SSGGDGSCTVRSYSNSNFVG---DPIHVED 
>Brafl          -------ACNAMSGTCLDWRYYKCTAG-YEVGLCSGDSNRRCCKQCTSSCISDQDYWDTYSDSACKDAGGECKDDSNYCTGSYTSGMCGGPSDRKCCLPQGSSGG---TSGGDGSCTVRSYSNSNFVG---DPIHVED 

>Asylu          -----DTACTNIGGQCLDWRWYKCTAG-YETGLCSGDSNRRCCKDCGSSCLANEASYA-SSDGSCDQAGGECKDDSNYCDGYYQSGMCGGPSGRKCCLQG---------SGGDGSCTVRSYSNTNFVG---DPIHVED 
>Triad          ------EDCNGSWGSCQDYQ--NCHTGSTITGQCAGPWNIQCCPKVGQSC---------------KSNTGNCML-TSHCSGTTYAGYCPGPSNVKCCTGG-----------SSGGCPLTKYTGSKIIG---STCTVEV 

                        ________cysteine-rich repeat_______                     _______cysteine-rich repeat______                                          
                --------                                     N-terminal domain-                                -------  linker ----------------------- --- 

 
 

>Cioin_2        EFVPSMTQVHRYAVICDVVVHVKHSFKKRRPNLDGS-VRPATYSNHLIGHALDFNLA-TPIG-WCNMICLEGQR--NPYANCLINNLKR-AGLRWGGDWTP-SDAVHIDDSYNSDR-QLFRQRFRLVQNVCDY---I 

>Cioin_1        EFVPSMTQVHSYAVICDVVVHVIHSFKKRRPNLDGS-IRPARFSNYLIGHAIAFNLA-TPIG-WCNMICLEGQR--NPYANCLINNLKR-AGLRWGGDWTP-SDAVHIDDGYNSDR-QLFRQKFRLVQNACDY---I 
>Ciosa          DFAPSMAKVHRTAVICNVVVHVTHSFRKKGRRTANT-TTPARYSNHFIGHAIDVNLA-TPNG-WCAALCLFDHR--NPHAKCFINTLKS-IGLRWGGDWRPKADPVHFDDNYNSNR-TMWKAKFRVVQDACED---L 

>Alvja          DFKDSLDTLNGYARSCDVTVWVTHAFRDENQSITDPVVPPSTTSNHLVGHAIDFNLD-TPNG-WCNGDCLYAGD--DSYAECFIQKVMNNNSLRWGGVWVP-SDPVHIDDGMNVNDPNTW----------------- 
>Alvja_2        DFKSALDTLNTYARQCSVTVYVTHAFRDENQSITDPVVPPATNSNHLVGHAIDFNLD-TPSG-WCNGDCLYAGY--NSDAECFIQKVMSNSSLRWGGLWSP-SDPVHIDDGMNLHDTNQWNNLYYQLQGACN----- 

>Dipli          GFKSHMDDMNTYARQCDVTVQVTHAYREEGQSIGGTVVPPASSSNHLVAHAIDFNLD-TPSG-WCNGDCLYAGY--NSYAECFIQKVSNNGNLRWGGIWGS-PDPVHIDDGMNVYDYNQWENLYYQLQNSC------ 
>Cioin_3        GFKSSMDSISSYASSCGVTVWVTHAFRYEGQDLGGTVVPPASNSNHLVGHAIDMNLD-TPSG-WCNGDCLYAGY--NSNAECFLNKVMN-GGLRWGGVWYP-TDPVHIDDGLNVYSPNTWNDLYYDLQGNC------ 

>Bosch          GFVDEMDTLQSYATLCGVTVYVTHAFREEGQNLGGTVVPPSTTSNHLVGHAIDFNLD-TPSG-WCNGDCLYAGY--NSNAECFIQKVLNNGNLRWGGVWSP-SDPVHIDDGLNVYDYSEWQSLYYELQGNCA----- 
>Oikdi_2        GFKSEMDKMNQFAKDCSVTVQVTHAFRKEGQNIGGTIVPPASNSNHLVGHAIDFNLE-TPNG-WCNGDCLDWEN--NSYGRCFTNKIKADRTLRWGQSF---NDPVHIDDYLNGSKPAEWDKLYYDNQS-C------ 

>Oikdi          GFKSEMDKMNRFAIDCSVTVQVTHAFRKEGQNIGGTIVPPASNSNHLVGHAIDFNLE-TPNG-WCNGDCLDWEN--NSYGKCFTNKIKADRTLRWGQSF---NDPVHIYDYLNGGNPSKWDKLYYQNQG-C------ 
>Styru          GFVNSMDKINLYAKQCRVEVIVTSSFRKSGKPVSGAIVPPVKISNHMVGHAIDMNLM-TRGG-FCNSRCLAGQR--NRHAMCFIRKVEV-GGLRWGQRFPSAPDPVHIDDRLNQKEPRTWNELYKKLQRLC 

>Brafl_2        GFRGAMDDINRAAGRCGVKVWITHSWRKLGAFIGGAIVQPASNSNHLVGHAIDMNIQ-RSDGSLCNGDCLQGQW--DNAANCFLDEVIA-SGLTWGGVF---NDPVHIDDRYNTNL-NRYYALRDVVQPACGHVPMT 

>Brafl          GFRGAMDDINRAAGRCGVKVWITHSWRKLGAFIGGAIVQPASNSNHLVGHAIDMNIQ-RSDGSLCNGDCLQGQW--DNAANCFLDEVIA-AGLTWGGVF---NDPVHIDDRYNTNL-NRYYALRDVVQPACGHVPMT 
>Asylu          GFRASMDKINDAAGKCGVKVWITHSWRLLGAYIGGAIVQPASRSNHLVGHAIDMNVQ-RPNGNLCNSVCLQGQS--DYYGKCFTDEVQR-VGLTWGGVF---NDAVHIDDRYNSNS-GAYDNLRNAVQSACAHIPMT 

>Triad          GFVPQMDKINSWASSCNVQVYITSSYRAN-ADVSGAIVQPASRSNHMIGHAIDMNVVDGATGVFCNSNCLRSLSTAPSGVKCFINKVQADSVLRWGMSF---NDPVHIDEPININYPSRWDQLYWATQGACVS---K 
                ---                                                  C-terminal domain (Peptidase_M15_4)-                                             ---    

 
 

Styru – Styela rustica, Bosch – Botryllus schlosseri, Cioin – Ciona intestinalis, Ciosa – Ciona savignyi, Dipli – 
Diplosoma listerianum, Oikdi – Oikopleura dioica, Brafl – Branchiostoma floridae, Alvja – Alveopora japonica, 
Triad – Trichoplax adhaerens 

Приложение 8 

Rusticalin         MTLSVFLCLFLTLFVAWSDESTCASRYGVCQDYRYHRCIAGYEQQLCSGNSYIRCCKKCSSKCLRIERFYSSGDDICRSIYGGCMHNSNHCSGTWHNGMC 

Rusticalin_2       MTLSVFLCLFLTLFVAWSDESTCASRYGVCQDYRYHRCIAGYEQQLCSGNSYIRCCRKCSSKCLRIERFYSSGDDICRSIYGGCMHNSNHCSGTWHNGMC 

Rusticalin_1       MTLSVFLCLFLTLFVAWSDESTCASRYGVCQDYRYHRCIAGYEQQLCSGNSYIRCCKKCSSKCLRIERFYSSGDDICRSIYGGCMHNSNHCSGTWHNGMC 

 

Rusticalin         GGPSSRKCCVASSGPTTSGSCSLKQYTNTNVKGYQGKVIRVATGFVNSMDKINLYAKQCRVEVIVTSSFRKSGKPVSGAIVPPVKISNHMVGHAIDMNLM 

Rusticalin_2       GGPSSRKCCVASSGPTTSGSCSLKQYTNTNVKGYQGKVIRVATGFVNSMDKINLYAKQCRVEVIVTSSFRKPGKPVSGAIVPPAKISNRMVGHAIDMNLM 

Rusticalin_1       GGPSSRKCCVASSGPTTSGSCSLKQYTNTNVKGYQGKVIRVATGFVNSMDKINLYAKQCRVEVIVTSSFRKSGKPVSGAIVPPAKISNHMVGHAIDMNLM 

 

Rusticalin         TRGGFCNSRCLAGQRNRHAMCFIRKVEV---------------------------------------VV 

Rusticalin_2       TRGGFCNSRCLAGQRNRHAMCFIRKVEVGGLRWGQRFPSAPDPVHIDDRLNQKEPRTWNELYKKLQRLC 

Rusticalin_1       TRGGFCNSRCLAGQRNRHAMCFIRKVEVGGLRWGQRFPSAPDPVHIDDRLNQKEPRTWNELYKKLRRLC 

 

R – аминоакислоты, образующие активный центр фермента  
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Приложение 9 

Цветовые обозначения: Chordata, Rotifera, Placozoa, Anthozoa, Crustacea, Bacteria 

ID последовательности Вид 

XP_002127257.1 Ciona intestinalis 
XP_039255978.1 Styela clava 

XP_039255806.1 Styela clava 
XP_002122335.1 Ciona intestinalis 

CAG5095182.1 Oikopleura dioica 

CAG5109649.1 Oikopleura dioica 
CAH1249033.1 Branchiostoma lanceolatum 

XP_039259092.1 Styela clava 
CBY23691.1 Oikopleura dioica 

XP_019615054.1 Branchiostoma belcheri 
XP_039258874.1 Styela clava 

XP_035661350.1 Branchiostoma floridae 

XP_035687254.1 Branchiostoma floridae 

XP_019618244.1 Branchiostoma belcheri 
XP_019623053.1 Branchiostoma belcheri 

XP_002128942.1 Ciona intestinalis 
XP_002129635.1 Ciona intestinalis 

CAH1233338.1 Branchiostoma lanceolatum 

CAF1128112.1 Didymodactylos carnosus 

CAF1287012.1 Didymodactylos carnosus 

CAF1576488.1 Didymodactylos carnosus 
CAF1351915.1 Rotaria sordida 

CAF2749585.1 Rotaria sp. Silwood2 

CAF3982053.1 Rotaria sp. Silwood1 

CAF1068136.1 Rotaria sordida 

CAF1185058.1 Rotaria sordida 

CAF1189254.1 Didymodactylos carnosus 

XP_020602214.1 Orbicella faveolata 

XP_044163132.1 Acropora millepora 

XP_022786660.1 Stylophora pistillata 
XP_027054708.1 Pocillopora damicornis 

RMX37090.1 Pocillopora damicornis 

XP_002117795.1 Trichoplax adhaerens 

WP_142891391.1 Aliikangiella coralliicola 

WP_185467263.1 unclassified Synechococcus 

MPR35932.1 Cytophagaceae bacterium SJW1-29 
TMD43034.1 Chloroflexi bacterium 

TME45800.1 Chloroflexi bacterium 

MCB1860053.1 Gammaproteobacteria bacterium 
MCB9335107.1 Flavobacteriales bacterium 

RLA44659.1 Gammaproteobacteria bacterium 

WP_007092832.1 Kordia algicida 
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KAB8152483.1 Kordia sp. TARA_039_SRF 

WP_108116192.1 Kordia periserrulae 

WP_187563634.1 Kordia aestuariivivens 
WP_153800503.1 Foetidibacter luteolus 

WP_234612224.1 Dyadobacter sp. CY399 

NIR32263.1 Gammaproteobacteria bacterium 

WP_053002329.1 Kordia jejudonensis 

PCJ94419.1 Flavobacteriaceae bacterium 

WP_114904858.1 Kordia sp. SMS9 

MBL4568132.1 Flavobacteriaceae bacterium 

MAR00898.1 Oceanospirillaceae bacterium 

TMU57467.1 Muricauda algicola 
CAD7234779.1 Cyprideis torosa 

WP_160128962.1 Kordia antarctica 

WP_052752929.1 Kordia zhangzhouensis 

MCB9361035.1 Flavobacteriales bacterium 

WP_149274290.1 Pareuzebyella sediminis 

MCB0380559.1 Flavobacteriales bacterium 

WP_123119041.1 Ferruginibacter sp. BO-59 

OGV17241.1 Lentisphaerae bacterium GWF2_38_69 

MCF7791674.1 Victivallales bacterium 
MBV1909358.1 Kangiellaceae bacterium 

WP_170826569.1 Alteromonas confluentis 

OFC71571.1 Alteromonas confluentis 

WP_190970068.1 Nostoc spongiaeforme 

NUM51354.1 Flavobacteriales bacterium 

WP_020532462.1 Flexithrix dorotheae 

WP_190981165.1 Nostoc sp. FACHB-280 

WP_062289186.1 Nostoc piscinale 

MBU7583751.1 Nostoc sp. TH1S01 
OCQ89930.1 Nostoc sp. MBR 210 

SMO76619.1 Geodermatophilus aquaeductus 

NQY67543.1 Flavobacteriales bacterium 

MBW2391063.1 Deltaproteobacteria bacterium 

WP_012410909.1 Nostoc punctiforme 

MBL1179767.1 Bacteroidetes bacterium 
WP_190590118.1 Nostocaceae 

WP_190670820.1 Nostocales 

WP_185938297.1 Geodermatophilus aquaeductus 
WP_144249693.1 Mucilaginibacter corticis 

WP_193946384.1 Nostoc sp. LEGE 12450 

HEM45956.1 Alphaproteobacteria bacterium 

MBX2840129.1 Flammeovirgaceae bacterium 

NCR37191.1 Microcystis aeruginosa S11-05 

NCR50721.1 Microcystis aeruginosa S11-01 
MQM29321.1 Candidatus Accumulibacter phosphatis 
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WP_044500723.1 Nostoc sp. PCC 7107 

AFY42754.1 Nostoc sp. PCC 7107 

WP_174713141.1 Nostoc sp. TCL240-02 
NCR41735.1 Microcystis aeruginosa W13-11 

WP_190933283.1 Nostoc sp. FACHB-133 

WP_236141422.1 Nostoc sp. CMAA1605 

WP_105935949.1 Alteromonas alba 

MBC2716416.1 Desulfobacteraceae bacterium 

WP_134054202.1 Rheinheimera aquimaris 

Приложение 10 

#NEXUS 
begin trees; 

 tree tree_1 = [&R] 
(Styela_rustica_2:0.321529,('Ciona_intestinalis_XP_002127257.1_':0.255889,(((('Oikopleura_dioica_CAG5095182.1_':0.135415,

'Oikopleura_dioica_CAG5109649.1_':0.209887)[&bootstrap=81]:0.102049,'Ciona_intestinalis_XP_002122335.1_':0.089823)[&b
ootstrap=64]:0.060306,'Styela_clava_XP_039258874.1_':0.154474)[&bootstrap=68]:0.133212,('Ciona_intestinalis_XP_0021289
42.1_':0.569368,'Ciona_intestinalis_XP_002129635.1_':1.88758)[&bootstrap=88]:0.109458)[&bootstrap=93]:0.135337)[&boots

trap=76]:0.148898,((('Styela_clava_XP_039255806.1_':0.35475,((('Chloroflexi_bacterium_TMD43034.1_':0.207293,'Geodermat
ophilus_aquaeductus_WP_185938297.1_':0.181802)[&bootstrap=52]:0.130729,('Ferruginibacter_sp._WP_123119041.1_':0.06

8327,'Muci laginibacter_corticis_WP_144249693.1_':0.072045)[&bootstrap=100]:0.414929)[&bootstrap=27]:3.0E-
6,(((('Lentisphaerae_bacterium_OGV17241.1_':0.341458,'Alphaproteobacteria_bacterium_HEM45956.1_':0.446857)[&bootstra
p=81]:0.131419,('Victivallales_bacterium_MCF7791674.1_':0.243784,'Desulfobacteraceae_bacterium_MB C2716416.1_':0.7846

54)[&bootstrap=79]:0.130164)[&bootstrap=51]:0.133325,((('Flavobacteriales_bacterium_NUM51354.1_':0.506993,'Flavobacter
ia les_bacterium_MCB0380559.1_':0.10598)[&bootstrap=81]:0.156311,('Flavobacteriales_bacterium_MCB9335107.1_':0.12419
4,'Flavobacteriales_bacterium_MCB9361035.1_':0.108717)[&bootstrap=72]:0.055512)[&bootstrap=91]:0.119925,'Flexithrix_do

rotheae_WP_020532462.1_':0.201459)[&bootstrap=74]:0.002941)[&bootstrap=30]:0.114211,(('Flavobacteriales_bacterium_N
QY67543.1_':0.28018,'Flavobacteriaceae_bacterium_MBL4568132.1_':0.113222)[&bootstrap=72]:0.102695,((((('Kordia_sp._KA
B8152483.1_':0.135358,'Kordia_aestuariivivens_WP_187563634.1_':0.066464)[&bootstrap=93]:0.034891,'Pareuzebyella_sedi
minis_WP_149274290.1_':0.093753)[&bootstrap=93]:0.045588,'Cyprideis_torosa_CAD7234779.1_':0.116994)[&bootstrap=96]:
0.044371,('Flavobacteriaceae_bacterium_PCJ94419.1_':0.09033,'Muricauda_algicola_TMU57467.1_':0.117546)[&bootstrap=10
0]:0.097671)[&bootstrap=89]:0.032074,(('Dyadobacter_sp._WP_234612224.1_':0.12845,'Cytophagaceae_bacterium_MPR3593
2.1_':0.038561)[&bootstrap=100]:0.054849,'Foetidibacter_luteolus_WP_153800503.1_':0.076167)[&bootstrap=92]:0.052075)[

&bootstrap=98]:0.160565)[&bootstrap=46]:0.066273)[&bootstrap=42]:0.089231)[&bootstrap=45]:0.131547)[&bootstrap=37]:0
.120467,(((('Gammaproteobacteria_bacterium_RLA44659.1_':0.092678,'Al iikangiella_coralliicola_WP_142891391.1_':0.168923

)[&bootstrap=42]:3.0E-
6,'Gammaproteobacteria_bacterium_NIR32263.1_':0.259054)[&bootstrap=72]:0.066329,((('Kangiellaceae_bacterium_MBV190
9358.1_':0.350094,('Rheinheimera_aquimaris_WP_134054202.1_':0.164701,'Al teromonas_alba_WP_105935949.1_':0.106099)

[&bootstrap=99]:0.1865)[&bootstrap=68]:2.0E-
6,'Al teromonas_confluentis_OFC71571.1_':0.870813)[&bootstrap=97]:0.276224,'Deltaproteobacteria_bacterium_MBW239106
3.1_':0.471733)[&bootstrap=61]:0.118836)[&bootstrap=63]:0.113452,(((('Gammaproteobacteria_bacterium_MCB1860053.1_':

0.184213,'Candidatus_Accumulibacter_phosphatis_MQM29321.1_':0.240465)[&bootstrap=94]:0.135613,('unclassified_Synech
ococcus_WP_185467263.1_':0.278515,(('Microcystis_aeruginosa_NCR50721.1_':0.205115,'Nostoc_sp._WP_236141422.1_':0.1

00145)[&bootstrap=98]:0.071195,'Nostoc_sp._WP_190933283.1_':0.170791)[&bootstrap=100]:0.164305)[&bootstrap=63]:0.0
57567)[&bootstrap=61]:0.06706,'Nostoc_spongiaeforme_WP_190970068.1_':0.293775)[&bootstrap=97]:0.087782,'Oceanospir
i l laceae_bacterium_MAR00898.1_':0.346571)[&bootstrap=66]:0.132773)[&bootstrap=56]:0.148078)[&bootstrap=11]:3.0E-

6,(((('Stylophora_pistillata_XP_022786660.1_':0.062478,'Pocillopora_damicornis_XP_027054708.1_':0.238631)[&bootstrap=10
0]:0.229867,'Orbicella_faveolata_XP_020602214.1_':0.203977)[&bootstrap=100]:0.178435,'Acropora_millepora_XP_04416313
2.1_':0.150565)[&bootstrap=99]:0.266997,((((('Didymodactylos_carnosus_CAF1576488.1_':0.22557,'Rotaria_sordida_CAF1185

058.1_':0.159026)[&bootstrap=63]:0.081726,'Rotaria_sp._CAF3982053.1_':0.225224)[&bootstrap=59]:0.071154,'Didymodactyl
os_carnosus_CAF1287012.1_':0.377735)[&bootstrap=99]:0.090788,('Branchiostoma_belcheri_XP_019615054.1_':0.121101,'Br
anchiostoma_belcheri_XP_019623053.1_':0.200774)[&bootstrap=100]:0.226867)[&bootstrap=87]:0.101439,'Trichoplax_adhae
rens_XP_002117795.1_':0.364097)[&bootstrap=62]:0.089987)[&bootstrap=16]:0.001512)[&bootstrap=5]:3.0E-6); 

 
end; 
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Приложение 11 

ID белка Описание Консеватив
ные домены 

ID 
консевати
вных 
доменов в 
Pfam/Inter
Pro 

E-
value Вид Таксон 

Число 
цистеин-
богатых 
повторо
в 

A0A1Y1WJ8
0_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   

1.4e-
207 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

24 

A0A1Y1WTP
5_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 

Glyco_hydro_
108 PF05838 

4.8e-
198 

Anaeromyces 

robustus Fungi 
21 

A0A1Y1WV
H7_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   

1.6e-
162 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

14 

A0A1Y2EQZ
7_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   

1.8e-
160 

Neocallimastix 

californiae Fungi 
22 

A0A1Y2ER4
8_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   

3.9e-
147 

Neocallimastix 
californiae Fungi 

21 

A0A1Y1VTZ
5_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 

Glyco_hydro_
108 PF05838 

3.3e-
124 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

18 

A0A1Y1WW
Q1_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   

6.9e-
117 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

16 

A0A1Y1VTX
3_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   

7.8e-
110 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

17 

A0A1Y2ER0
6_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   

1.4e-
102 

Neocallimastix 
californiae Fungi 

13 

A0A1Y1WV0
4_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 

Peptidase_M1
5_3  PF08291 

1.5e-84 
Anaeromyces 
robustus Fungi 

13 

A0A1S3IU03
_LINUN 

uncharacterized 
protein 
LOC106167444 not found   1.5e-37 Lingula unguis Metazoa 

6 

A0A1Y1WR
D3_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) 

NLP_P60_do
m IPR000064 8.0e-35 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

4 

B2DEU4_CR
AGI 

Peptidoglycan 
recognition 
protein S1L Amidase_2 PF01510 8.8e-35 

Crassostrea 
gigas Metazoa 

4 

K1PUK2_CR
AGI 

N-
acetylmuramoyl-
L-alanine amidase Amidase_2 PF01510 6.9e-34 

Crassostrea 
gigas Metazoa 

4 

A0A1Y1ZLH
7_9PLEO 

Uncharacterized 
protein not found   1.4e-30 

Clohesyomyces 
aquaticus Fungi 

4 

A0A1Y1X0C
9_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   2.7e-29 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

4 

A0A072PV2
2_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   6.0e-29 

Exophiala 
aquamarina  Fungi 

4 

J7HZP9_PO
MCA 

Peptidoglycan 
recognition 
protein S1L not found   1.1e-28 

Pomacea 
canaliculata Metazoa 

4 

A0A1Y1WPX
8_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   2.0e-26 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

4 

B2DEU3_CR
AGI 

Peptidoglycan 
recognition 
protein S1S Amidase_2 PF01510 3.9e-25 

Crassostrea 
gigas Metazoa 

3 

H2ZWB6_LA
TCH 

Uncharacterized 
protein not found   7.4e-24 

Latimeria 
chalumnae Metazoa 

5 

A0A232LQ4
8_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   9.0e-22 

Elaphomyces 
granulatus Fungi 

3 

A0A1Y1HZS
0_KLEFL 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 5.2e-20 

Klebsormidium 
flaccidum 

Viridiplan
tae 

3 
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A0A1Y3N6N
5_PIRSE 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   4.0e-18 Piromyces sp.  Fungi 

2 

A0A1Y1VZX
7_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   6.4e-18 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

2 

A0A0C3CXG
8_9PEZI 

Glycoside 
hydrolase family 
24 protein 

Phage_lysozy
me PF00959 8.0e-18 

Oidiodendron 
maius Fungi 

3 

L7IQ60_MA
GOP 

Glycoside 
hydrolase 

Phage_lysozy
me PF00959 1.3e-17 

Magnaporthe 
oryzae Fungi 

3 

L7I915_MAG
OY 

Glycoside 
hydrolase 

Phage_lysozy
me PF00959 1.3e-17 

Magnaporthe 
oryzae Fungi 

3 

A0A1Y1ZIF1
_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   2.6e-17 

Neocallimastix 
californiae Fungi 

3 

A0A0C3GW
79_9PEZI 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   3.0e-17 

Oidiodendron 
maius Fungi 

2 

A0A1Y3MVH
9_PIRSE 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   4.7e-17 Piromyces sp.  Fungi 

2 

A0A1Y3NDT
4_PIRSE 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   8.5e-17 Piromyces sp.  Fungi 

2 

A0A1Y3NFF
3_PIRSE 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   1.1e-16 Piromyces sp.  Fungi 

2 

A0A1Y2FMX
2_9FUNG 

Glycoside 
hydrolase 

Glyco_hydro_
25, 
Peptidase_M1
5A_C 

PF01183, 
IPR013230 1.1e-16 

Neocallimastix 
californiae Fungi 

4 

A0A1Y1UUQ
5_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   1.1e-16 

Piromyces 
finnis Fungi 

2 

A0A0C3GYS
1_9PEZI 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   1.7e-16 

Oidiodendron 
maiu Fungi 

2 

A0A1Y1UVQ
8_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   4.1e-16 

Piromyces 
finnis Fungi 

2 

A0A1Y1VTN
6_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   5.2e-16 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

2 

A0A1Y1X3I9
_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   6.1e-16 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

2 

A0A1Y2BZW
9_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 7.7e-16 

Neocallimastix 
californiae Fungi 

2 

A0A1Y1UUI0
_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 9.8e-16 

Piromyces 
finnis Fungi 

2 

A0A1Y1UW
V2_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 1.2e-15 

Piromyces 
finnis Fungi 

2 

A0A0C3H94
1_9PEZI 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   1.2e-15 

Oidiodendron 
maius Fungi 

2 

A0A1Y2B9U
5_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   1.2e-15 

Neocallimastix 
californiae Fungi 

2 

A0A1Y1XLK
3_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   2.6e-15 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

2 

B3SC14_TRI
AD 

Uncharacterized 
protein 

Peptidase_M1
5_3  PF08291 

2.7e-15 
Trichoplax 
adhaerens Metazoa 

2 

A0A1Y1UW3
8_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   5.9e-15 

Piromyces 
finnis Fungi 

2 

E9G4N4_DA Uncharacterized not found PF00959 9.5e-15 Daphnia pulex Metazoa 2 
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PPU protein 

A0A1Y2EZ1
5_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   1.4e-14 

Neocallimastix 
californiae Fungi 

2 

A0A1D9PSN
2_SCLS1 

Uncharacterized 
protein not found   1.9e-14 

Sclerotinia 
sclerotiorum Fungi 

2 

A0A1Y3MVJ
4_PIRSE 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 2.4e-14 Piromyces sp. Fungi 

2 

A0A1Y2EYW
6_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   3.0e-14 

Neocallimastix 
californiae Fungi 

2 

A0A2B7YPH
9_9EURO 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 3.4e-14 

Polytolypa 
hystricis  Fungi 

2 

M7TPJ3_BO
TF1 

Putative glycoside 
hydrolase family 
25 protein 

Glycoside_hy
drolase_SF IPR017853 4.1e-14 

Botryotinia 
fuckeliana  Fungi 

2 

G2Y130_BO
TF4 

Glycoside 
hydrolase family 
25 protein 

Glycoside_hy
drolase_SF IPR017854 4.1e-14 

Botryotinia 

fuckeliana  Fungi 
2 

A0A177C655
_9PLEO 

Uncharacterized 
protein not found   4.4e-14 

Paraphaeospha
eria sporulosa Fungi 

2 

R7YRS6_CO
NA1 

Uncharacterized 
protein 

Cutinase PF01083 
4.5e-14 

Coniosporium 
apollinis  Fungi 

2 

A8PH15_CO
PC7 

Uncharacterized 
protein not found   5.4e-14 

Coprinopsis 
cinerea Fungi 

2 

U4LQS4_PY
ROM 

Similar to 
Lysozyme acc. 
no. P11187 

Phage_lysozy
me PF00959 1.0e-13 

Pyronema 
omphalodes  Fungi 

2 

V4AC49_LO
TGI 

Uncharacterized 
protein not found   1.1e-13 Lottia gigantea Metazoa 

2 

W9CI69_9H
ELO 

Glycoside 
hydrolase family 
25 protein 

Glycoside_hy
drolase_SF IPR017853 1.2e-13 

Sclerotinia 
borealis Fungi 

2 

A0A1Y2EZY
8_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-13 

Neocallimastix 
californiae Fungi 

2 

A8PH14_CO
PC7 

Uncharacterized 
protein not found   1.5e-13 

Coprinopsis 
cinerea Fungi 

2 

C6HDG1_AJ
ECH 

Uncharacterized 
protein not found   2.5e-13 

Ajellomyces 
capsulatus  Fungi 

2 

C0NS72_AJ
ECG 

Uncharacterized 
protein not found   2.5e-13 

Ajellomyces 
capsulatus Fungi 

2 

B0DUH4_LA
CBS 

Glycoside 
hydrolase family 
24 protein 

Phage_lysozy
me PF00959 2.5e-13 Laccaria b icolor Fungi 

2 

R7YX43_CO
NA1 

Uncharacterized 
protein not found   3.6e-13 

Coniosporium 
apollinis Fungi 

2 

A0A1Y1V84
6_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   3.6e-13 

Piromyces 
finnis Fungi 

2 

A0A0D2JJW
0_9EURO 

Rhinocladiella 
mackenziei CBS 
650.93 unplaced 
genomic scaffold 
supercont1.1, 
whole genome 
shotgun sequence not found   4.4e-13 

Rhinocladiella 
mackenziei Fungi 

2 

S3CJH6_GL
AL2 

(Trans)glycosidas
e 

Glycoside_hy
drolase_SF IPR017853 4.5e-13 

Glarea 

lozoyensis Fungi 
2 

A0A137QVX
2_9AGAR Lysozyme 

Phage_lysozy
me PF00959 5.5e-13 

Leucoagaricus 
sp. Fungi 

2 
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T0M5B6_CO
LGC 

Uncharacterized 
protein not found   5.5e-13 

Colletotrichum 
gloeosporioides Fungi 

2 

U1HR24_EN
DPU 

Uncharacterized 
protein not found   7.1e-13 

Endocarpon 
pusillum Fungi 

2 

G4T5Z2_SE
RID 

Uncharacterized 
protein not found   7.7e-13 

Serendipita 
indica Fungi 

2 

A0A1W3JT8
7_CIOIN 

uncharacterized 
protein 
LOC104266384 not found   8.1e-13 

Ciona 
intestinalis Metazoa 

3 

A0A1Y1V82
3_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   8.2e-13 

Piromyces 
finnis Fungi 

2 

E5QZM3_AR
TGP 

Uncharacterized 
protein not found   8.9e-13 

Arthroderma 
gypseum Fungi 

2 

A0A1L7WS
M1_9HELO 

Uncharacterized 
protein 

Phage_lysozy
me PF00959 9.0e-13 

Phialocephala 
subalpina Fungi 

2 

A0A1Y1I0R2
_KLEFL 

Uncharacterized 
protein not found   1.0e-12 

Klebsormidium 
flaccidum 

Viridiplan
tae 

2 

D6RKJ4_CO
PC7 

Uncharacterized 
protein not found   1.1e-12 

Coprinopsis 
cinerea Fungi 

2 

A0A194AM7
3_PINFU 

Putative 
peptidoglycan-
recognition 
protein SC2-like 
protein isoform 
X3 Amidase_2 PF01510 1.2e-12 Pinctada fucata Metazoa 

2 

L2GHT3_CO
LGN 

Uncharacterized 
protein not found   1.3e-12 

Colletotrichum 
gloeosporioides  Fungi 

2 

A0A084FWA
4_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   1.4e-12 

Scedosporium 
apiospermum Fungi 

2 

A0A1S3ITZ8
_LINUN lysozyme 1-like 

Hedgehog_sig
/DD-Pept_Zn-
bd_sf IPR009045 2.0e-12 Lingula unguis Metazoa 

2 

A0A0C9XQL
1_9AGAR 

Unplaced 
genomic scaffold 
K443scaffold_100
, whole genome 
shotgun sequence 

Phage_lysozy
me PF00959 2.1e-12 

Laccaria 
amethystina Fungi 

2 

A0A2A9NNJ
3_9AGAR 

Glycoside 
hydrolase family 
24 protein 

Phage_lysozy
me PF00959 2.1e-12 Amanita thiersii  Fungi 

2 

A0A1C1C8E
1_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   2.2e-12 

Cladophialopho
ra carrionii Fungi 

2 

K1PK30_CR
AGI Lysozyme 1 Hydrolase_2   PF07486 2.7e-12 

Crassostrea 
gigas Metazoa 

3 

G9IBU7_9BI
VA 

Peptidoglycan 
recognition 
protein Amidase_2 PF01510 3.0e-12 Solen grandis Metazoa 

2 

R1G7P8_BO
TPV 

Putative d-alanyl-
d-alanine 
carboxypeptidase 
protein not found   3.0e-12 unclassified   

2 

A0A292G2Q
6_9METZ Lysozyme not found   3.0e-12 Trichoplax sp.  Metazoa 

2 

A0A1S3JF43
_LINUN elastase-1-like Trypsin  PF00089 3.2e-12 Lingula unguis Metazoa 

2 

A0A1E1MTP
5_RHYSE 

Uncharacterized 
protein not found   3.3e-12 

Rhynchosporiu
m secalis Fungi 

2 

A0A1S3IU05
_LINUN lysozyme 1-like 

Hedgehog_sig
/DD-Pept_Zn-
bd_sf IPR009045 3.4e-12 Lingula unguis Metazoa 

2 
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U4LPR4_PY
ROM 

Uncharacterized 
protein not found   3.5e-12 

Pyronema 
omphalodes  Fungi 

2 

F2Q2R3_TRI
EC 

Uncharacterized 
protein not found   3.9e-12 

Trichophyton 
equinum  Fungi 

2 

F2RQ97_TRI
T1 

Uncharacterized 
protein not found   3.9e-12 

Trichophyton 
tonsurans  Fungi 

2 

U4KX77_PY
ROM 

Similar to 
Peptidoglycan 
endopeptidase 
RipB acc. no. 
O53169 

NLP_P60_do
m IPR000064 4.6e-12 

Pyronema 
omphalodes  Fungi 

2 

W9VTM6_9E
URO 

Uncharacterized 
protein not found   5.0e-12 

Cladophialopho
ra yegresii  Fungi 

2 

A0A059J2F2
_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   5.3e-12 

Trichophyton 
interdigitale  Fungi 

2 

A0A067TC7
0_9AGAR 

Uncharacterized 
protein 

Phage_lysozy
me PF00959 6.2e-12 

Galerina 
marginata  Fungi 

2 

A0A135SZA
1_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   6.3e-12 

Colletotrichum 
simmondsii Fungi 

2 

Q2GPS0_C
HAGB 

Uncharacterized 
protein not found   6.7e-12 

Chaetomium 
globosum  Fungi 

2 

A0A1E1LIU5
_9HELO 

Uncharacterized 
protein not found   7.5e-12 

Rhynchosporiu
m commune Fungi 

2 

A8P817_CO
PC7 

Uncharacterized 
protein not found   7.6e-12 

Coprinopsis 
cinerea  Fungi 

2 

A0A1Y3MVN
5_PIRSE 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   1.0e-11 Piromyces sp.  Fungi 

2 

V9D4Z6_9E
URO 

Uncharacterized 
protein not found   1.0e-11 

Cladophialopho
ra carrionii  Fungi 

2 

A0A1Y1YTW
7_9PLEO 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 1.1e-11 

Clohesyomyces 
aquaticus Fungi 

2 

A0A0G2EHH
4_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   1.1e-11 Diplodia seriata Fungi 

2 

A8P822_CO
PC7 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-11 

Coprinopsis 
cinerea Fungi 

2 

A0A1F6HHE
0_9BACT 

Uncharacterized 
protein not found   1.3e-11 

Candidatus 
Levybacteria 
bacterium  Bacteria 

3 

J3NZ45_GA
GT3 

Uncharacterized 
protein not found   1.5e-11 

Gaeumannomy
ces graminis Fungi 

2 

J3PHT6_GA
GT3 

Uncharacterized 
protein not found   1.5e-11 

Gaeumannomy
ces graminis Fungi 

2 

A0A175VYG
6_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   1.6e-11 

Madurella 
mycetomatis Fungi 

2 

D5GBH0_TU
BMM 

Uncharacterized 
protein not found   1.8e-11 

Tuber 
melanosporum  Fungi 

2 

A0A292PZE
7_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   1.8e-11 Tuber aestivum Fungi 

2 

A0A0C4DXI6
_MAGP6 

Uncharacterized 
protein not found   2.1e-11 

Magnaporthiop
sis poae  Fungi 

2 

A0A023JAF9
_STIJA Lysozyme 3 

Lysozyme-
like_dom_sf 

IPR023346 
2.3e-11 

Stichopus 
japonicus Metazoa 

2 

A0A166XQY
7_9PEZI 

Glycoside 
hydrolase not found   2.6e-11 

Colletotrichum 
tofieldiae Fungi 

2 

C3XYE7_BR
AFL 

Uncharacterized 
protein 

Glycosyl 
hydrolase-like 
10 PF02638 3.6e-11 

Branchiostoma 
floridae Metazoa 

2 
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A0A194XFQ
9_9HELO 

Lysozyme-like 
protein 

Phage_lysozy
me PF00959 4.8e-11 

Phialocephala 
scopiformis Fungi 

2 

F6VZ88_CIO
IN 

Uncharacterized 
protein not found   5.7e-11 

Ciona 
intestinalis Metazoa 

2 

A0A1J7IGV6
_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   6.3e-11 

Coniochaeta 
ligniaria  Fungi 

2 

E9D164_CO
CPS 

Uncharacterized 
protein not found   6.5e-11 

Coccidioides 

posadasii  Fungi 
2 

A0A162PKD
5_9PEZI 

D-alanyl-d-
alanine 
carboxypeptidase not found   7.1e-11 

Colletotrichum 
incanum Fungi 

2 

J3KCM7_CO
CIM 

Uncharacterized 
protein not found   7.8e-11 

Coccidioides 

immitis  Fungi 
2 

A0A0C2XX7
6_HEBCY 

Glycoside 
hydrolase family 
24 protein 

Phage_lysozy
me PF00959 7.9e-11 

Hebeloma 
cylindrosporum Fungi 

2 

G4NKZ9_MA
GO7 

Uncharacterized 
protein not found   8.4e-11 

Magnaporthe 
oryzae  Fungi 

2 

A0A1Y2M3I3
_EPING 

Uncharacterized 
protein not found   8.6e-11 

Epicoccum 

nigrum Fungi 
2 

A0A292PYZ
1_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   8.8e-11 Tuber aestivum Fungi 

2 

A0A1Y1VPM
6_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   1.1e-10 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

2 

A0A136IZH9
_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   1.1e-10 

Microdochium 
bolleyi Fungi 

2 

R7YNM1_C
ONA1 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-10 

Coniosporium 
apollinis  Fungi 

2 

D4DA29_TRI
VH 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-10 

Trichophyton 
verrucosum Fungi 

2 

A0A210R2F
6_MIZYE 

Peptidoglycan 
recognition 
protein 3 Amidase_2 PF01510 1.2e-10 

Mizuhopecten 
yessoensis Metazoa 

2 

A0A0J6YF08
_COCIT 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-10 

Coccidioides 
immitis  Fungi 

2 

A0A0J8R0Q
9_COCIT 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-10 

Coccidioides 
immitis  Fungi 

2 

A8PEQ3_CO
PC7 Lysozyme 

Phage_lysozy
me PF00959 1.2e-10 

Coprinopsis 
cinerea  Fungi 

2 

A0A1W2WB
85_CIOIN lysozyme g-like 

Lysozyme-
like_dom_sf IPR023346 1.2e-10 

Ciona 
intestinalis Metazoa 

2 

A0A1D8EIR8
_CIOIN 

G-type lysozyme 
1 

Lysozyme-
like_dom_sf IPR023347 1.3e-10 

Ciona 

intestinalis Metazoa 
2 

A0A1Y2DB7
3_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   1.3e-10 

Neocallimastix 
californiae Fungi 

2 

E9D7T3_CO
CPS 

Uncharacterized 
protein not found   1.4e-10 

Coccidioides 
posadasii  Fungi 

2 

U1GEC0_EN
DPU 

Uncharacterized 
protein 

Phospholip_A
2_3 PF09056 

1.4e-10 
Endocarpon 
pusillum  Fungi 

2 

R7Z235_CO
NA1 

Uncharacterized 
protein 

Phage_lysozy
me PF00959 1.4e-10 

Coniosporium 
apollinis  Fungi 

2 

A0A022XE6
4_TRISD 

Uncharacterized 
protein not found   1.5e-10 

Trichophyton 
soudanense  Fungi 

2 

A0A0J8S208
_COCIT 

Uncharacterized 
protein not found   1.5e-10 

Coccidioides 
immitis  Fungi 

2 

C5PC47_CO
CP7 

Uncharacterized 
protein not found   1.5e-10 

Coccidioides 
posadasii  Fungi 

2 

A0A0J6IGF5
_COCPO 

Uncharacterized 
protein not found   1.5e-10 

Coccidioides 
posadasii  Fungi 

2 
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A0A059J8R2
_9EURO 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 1.6e-10 

Trichophyton 
interdigitale  Fungi 

2 

A0A1W2WJ
Y5_CIOIN 

uncharacterized 
protein 
LOC100185212 

Peptidase_M1
5_4  PF13539 1.6e-10 

Ciona 
intestinalis Metazoa 

2 

A7466_ART
BC 

Uncharacterized 
secreted protein 
ARB_07466 not found   1.6e-10 

Arthroderma 
benhamiae  Fungi 

2 

A0A0C2XHJ
2_HEBCY 

Glycoside 
hydrolase family 
24 protein 

Phage_lysozy
me PF00959 1.6e-10 

Hebeloma 
cylindrosporum  Fungi 

2 

F2RV70_TRI
T1 

Uncharacterized 
protein not found   2.0e-10 

Trichophyton 
tonsurans Fungi 

2 

F2Q255_TRI
EC 

Uncharacterized 
protein not found   2.0e-10 

Trichophyton 
equinum  Fungi 

2 

A0A136JKH
6_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   2.3e-10 

Microdochium 
bolleyi Fungi 

2 

A0A1Y1UZ7
3_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   2.6e-10 

Piromyces 
finnis Fungi 

2 

A0A177CUK
9_9PLEO 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 2.8e-10 

Paraphaeospha
eria sporulosa Fungi 

2 

A0A1S3KGF
4_LINUN lysozyme 1-like 

Hedgehog_sig
/DD-Pept_Zn-
bd_sf IPR009045 2.9e-10 Lingula unguis Metazoa 

2 

K1Q7E9_CR
AGI 

Uncharacterized 
protein not found   3.0e-10 

Crassostrea 
gigas Metazoa 

2 

H2ZDV9_CI
OSA 

Uncharacterized 
protein 

Peptidase_M1
5_4  PF13539 3.1e-10 Ciona savignyi Metazoa 

2 

J3KFN9_CO
CIM 

Uncharacterized 
protein not found   3.4e-10 

Coccidioides 
immitis Fungi 

2 

A0A1Y2AHN
7_9FUNG 

Glucosaminidase-
domain-
containing protein 

Glucosaminid
ase, 
NLP_P60_do
m 

PF01832, 
IPR000064 

3.7e-10 
Neocallimastix 
californiae Fungi 

2 

A0A067NV5
9_PLEOS 

Glycoside 
hydrolase family 
24 protein 

Phage_lysozy
me PF00959 3.7e-10 

Pleurotus 
ostreatus  Fungi 

2 

A0A084QTS
2_STAC4 

Uncharacterized 
protein not found   4.3e-10 

Stachybotrys 
chlorohalonata  Fungi 

2 

C3ZTQ5_BR
AFL 

Uncharacterized 
protein 

Peptidase_M1
5_4  PF13539 4.5e-10 

Branchiostoma 
floridae Metazoa 

2 

A0A0N0V73
0_FUSLA 

D-alanyl-d-
alanine 
carboxypeptidase not found   5.1e-10 

Fusarium 
langsethiae Fungi 

2 

A0A1Z5T7B
2_HORWE 

Uncharacterized 
protein DUF3238 PF11579 5.3e-10 

Hortaea 
werneckii  Fungi 

2 

A0A0C3I311
_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   5.9e-10 

Oidiodendron 

maius Fungi 
2 

D4DKU9_TR
IVH 

NlpC/P60-like 
cell-wall 
peptidase, 
putative 

NLP_P60_do
m IPR000064 6.6e-10 

Trichophyton 
verrucosum  Fungi 

2 

A0A084RJT5
_STACH 

Uncharacterized 
protein not found   6.6e-10 

Stachybotrys 
chartarum  Fungi 

2 

A0A084AK1
9_STACB 

Uncharacterized 
protein not found   6.6e-10 

Stachybotrys 
chartarum  Fungi 

2 

A0A256Y820
_9ARCH 

Uncharacterized 
protein not found   6.7e-10 

Candidatus 
Pacearchaeota 
archaeon  Archea 

2 
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A0A1W2W4
66_CIOIN 

probable 
serine/threonine-
protein kinase 
pats1 

Pkinase_Tyr PF07714 

6.8e-10 
Ciona 
intestinalis Metazoa 

3 

A0A135SRU
5_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   7.2e-10 

Colletotrichum 
nymphaeae  Fungi 

2 

A0A135T7L6
_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   7.2e-10 

Colletotrichum 
simmondsii Fungi 

2 

D4ALE8_AR
TBC 

NlpC/P60-like 
cell-wall 
peptidase, 
putative 

NLP_P60_do
m IPR000064 7.3e-10 

Arthroderma 
benhamiae  Fungi 

2 

A0A072P7A
7_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   7.4e-10 

Exophiala 
aquamarina  Fungi 

2 

A0A010RZA
4_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   7.5e-10 

Colletotrichum 
fioriniae  Fungi 

2 

A0A135V6E
0_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   7.5e-10 

Colletotrichum 
salicis Fungi 

2 

A8PEP9_CO
PC7 

Uncharacterized 
protein not found   7.7e-10 

Coprinopsis 
cinerea  Fungi 

2 

A0A1Y1WT
Q2_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   7.7e-10 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

2 

T0KJL2_CO
LGC 

Uncharacterized 
protein not found   8.0e-10 

Colletotrichum 
gloeosporioides  Fungi 

2 

A0A1Y2E8Y
7_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   8.2e-10 

Neocallimastix 
californiae Fungi 

2 

S3D2D9_GL
AL2 

Lysozyme-like 
protein 

Phage_lysozy
me PF00959 8.5e-10 

Glarea 
lozoyensis  Fungi 

2 

A0A161WFG
6_9PEZI 

Glycoside 
hydrolase family 
24 protein not found   8.5e-10 

Colletotrichum 
incanum Fungi 

2 

A0A151M72
9_ALLMI 

Uncharacterized 
protein not found   9.1e-10 

Alligator 
mississippiensi
s Metazoa 

2 

K3VYR0_FU
SPC 

Uncharacterized 
protein not found   9.2e-10 

Fusarium 
pseudogramine
arum  Fungi 

2 

A0A0C3GTI2
_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   9.3e-10 

Oidiodendron 
maius Fungi 

2 

A8PG79_CO
PC7 

Uncharacterized 
protein not found   9.4e-10 

Coprinopsis 
cinerea  Fungi 

2 

A8PEU5_CO
PC7 Lysozyme 

Phage_lysozy
me PF00959 1.1e-09 

Coprinopsis 

cinerea  Fungi 
2 

A0A1G4ARQ
6_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   1.1e-09 

Colletotrichum 
orchidophilum Fungi 

2 

A0A076FGI3
_9MAXI 

Peptidoglycan 
recognition 
protein 
(Fragment) Amidase_2 PF01510 1.2e-09 

Paracyclopina 
nana Metazoa 

2 

N4VHI7_CO
LOR 

Glycoside 
hydrolase family 
24 protein not found   1.3e-09 

Colletotrichum 
orb iculare  Fungi 

2 

A0A066XJY7
_COLSU 

Uncharacterized 
protein not found   1.5e-09 

Colletotrichum 
sublineola Fungi 

2 

B2ANC9_PO
DAN 

Podospora 
anserina S mat+ 
genomic DNA 
chromosome 6, 
supercontig 4 not found   1.6e-09 

Podospora 
anserina  Fungi 

2 
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A0A178E1D
0_9PLEO 

Uncharacterized 
protein not found   1.7e-09 

Pyrenochaeta 
sp. Fungi 

2 

A0A135V5S
3_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   1.7e-09 

Colletotrichum 
salicis Fungi 

2 

A0A178FT32
_TRIVO 

Uncharacterized 
protein 

Peptidase_M1
5_3  PF08291 

1.8e-09 
Trichophyton 
violaceum Fungi 

2 

A0A0C2Y6A
2_HEBCY 

Glycoside 
hydrolase family 
24 protein 

Phage_lysozy
me PF00959 2.0e-09 

Hebeloma 
cylindrosporum Fungi 

2 

A0A179F9P7
_METCM 

D-alanyl-d-
alanine 
carboxypeptidase not found   2.1e-09 

Pochonia 
chlamydosporia Fungi 

2 

W4YYA7_ST
RPU 

Uncharacterized 
protein 

SSXT PF05030 
2.1e-09 

Strongylocentro
tus purpuratus Metazoa 

2 

G4MMD6_M
AGO7 

Uncharacterized 
protein not found   2.2e-09 

Magnaporthe 
oryzae Fungi 

2 

B2AFW7_P
ODAN 

Podospora 
anserina S mat+ 
genomic DNA 
chromosome 7, 
supercontig 2 not found   2.9e-09 

Podospora 
anserina Fungi 

2 

A0A197K8D
3_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   3.0e-09 

Mortierella 
elongata Fungi 

2 

A0A098DJS
6_GIBZE 

Uncharacterized 
protein not found   3.2e-09 Gibberella zeae  Fungi 

2 

A0A1B8AYI3
_FUSPO 

Uncharacterized 
protein not found   5.3e-09 Fusarium poae Fungi 

2 

A0A1Q8RTD
2_9PEZI 

Putative secreted 
protein not found   5.6e-09 

Colletotrichum 
chlorophyti Fungi 

2 

C7Z8H9_NE
CH7 Predicted protein not found   6.6e-09 

Nectria 
haematococca  Fungi 

2 

E4V545_AR
TGP 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 6.7e-09 

Arthroderma 
gypseum  Fungi 

2 

E3QJW2_C
OLGM 

Uncharacterized 
protein not found   6.9e-09 

Colletotrichum 
graminicola  Fungi 

2 

U1HDQ5_E
NDPU 

Uncharacterized 
protein not found   7.8e-09 

Endocarpon 
pusillum  Fungi 

2 

A0A1Y1UX
W7_9FUNG 

Glycoside 
hydrolase 

Glyco_hydro_
25 PF01183 8.3e-09 

Piromyces 
finnis Fungi 

2 

A0A1E1LRJ
5_9HELO 

Uncharacterized 
protein not found   8.7e-09 

Rhynchosporiu
m agropyri Fungi 

2 

A0A166YMR
9_9PEZI 

D-alanyl-D-
alanine 
carboxypeptidase not found   8.9e-09 

Colletotrichum 
tofieldiae Fungi 

2 

A0A0D2Y53
5_FUSO4 

Uncharacterized 
protein not found   1.0e-08 

Fusarium 
oxysporum  Fungi 

2 

Q2H854_CH
AGB 

Uncharacterized 
protein 

AMP_N, 
Peptidase_M2
4  

PF05195, 
PF00557 1.1e-08 

Chaetomium 
globosum  Fungi 

2 

X0JX14_FU
SOX 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-08 

Fusarium 
oxysporum  Fungi 

2 

W9P668_FU
SOX 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-08 

Fusarium 
oxysporum  Fungi 

2 

F9FHZ4_FU
SOF 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-08 

Fusarium 
oxysporum  Fungi 

2 

A0A0I9YMT2
_GIBFU 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-08 

Gibberella 
fujikuroi Fungi 

2 

W9JYH5_FU
SOX 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-08 

Fusarium 
oxysporum  Fungi 

2 
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W9HWC9_F
USOX 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-08 

Fusarium 
oxysporum  Fungi 

2 

X0LND0_FU
SOX 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-08 

Fusarium 
oxysporum Fungi 

2 

X0C7L8_FU
SOX 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-08 

Fusarium 
oxysporum  Fungi 

2 

X0HLG4_FU
SOX 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-08 

Fusarium 

oxysporum  Fungi 
2 

W9ZG04_FU
SOX 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-08 

Fusarium 
oxysporum  Fungi 

2 

A0A1L7W4B
6_GIBIN 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-08 

Fusarium 
proliferatum  Fungi 

2 

A0A0J9VL86
_FUSO4 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-08 

Fusarium 
oxysporum  Fungi 

2 

N1RKK8_FU
SC4 

Uncharacterized 
protein not found   1.2e-08 

Fusarium 
oxysporum  Fungi 

2 

W7MUP3_GI
BM7 

Uncharacterized 
protein not found   1.3e-08 unclassified   

2 

A8PEP0_CO
PC7 Lysozyme 

Phage_lysozy
me PF00959 1.3e-08 

Coprinopsis 

cinerea  Fungi 
2 

A0A178EPS
7_TRIRU 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 1.5e-08 

Trichophyton 
rubrum Fungi 

2 

S0EFP8_GI
BF5 

Uncharacterized 
protein not found   1.6e-08 

Gibberella 
fujikuroi  Fungi 

2 

F6ZYU7_CI
OIN 

Uncharacterized 
protein 

Peptidase_M1
5_4  PF13539 1.6e-08 

Ciona 
intestinalis Metazoa 

2 

U1G5B1_EN
DPU 

Uncharacterized 
protein not found   1.9e-08 

Endocarpon 
pusillum  Fungi 

2 

A0A022VYV
7_TRIRU 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 2.1e-08 

Trichophyton 
rubrum  Fungi 

2 

A0A022XPH
5_TRISD 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 2.1e-08 

Trichophyton 
soudanense  Fungi 

2 

F2SJH2_TRI
RC 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 2.1e-08 

Trichophyton 
rubrum  Fungi 

2 

A0A1Y1V9A
2_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   2.3e-08 

Piromyces 
finnis Fungi 

2 

C5FQ02_AR
TOC 

Uncharacterized 
protein not found   2.8e-08 

Arthroderma 
otae  Fungi 

2 

A0A1Y1UXS
7_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   2.8e-08 

Piromyces 
finnis Fungi 

2 

S3D3Y2_GL
AL2 

Uncharacterized 
protein not found   3.6e-08 

Glarea 
lozoyensis  Fungi 

2 

A0A166VSB
0_9PEZI 

D-alanyl-d-
alanine 
carboxypeptidase not found   3.6e-08 

Colletotrichum 
incanum Fungi 

2 

A0A2A9NAZ
2_9AGAR 

Glycoside 
hydrolase family 
24 protein 

Phage_lysozy
me PF00959 3.7e-08 Amanita thiersii  Fungi 

2 

A0A1Y3NDG
7_PIRSE 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   3.8e-08 Piromyces sp.  Fungi 

2 

A0A0B4IDX6
_9HYPO 

D-alanyl-D-
alanine 
carboxypeptidase 
(Fragment) not found   4.1e-08 

Metarhizium 
majus  Fungi 

2 

U4LAI5_PYR
OM 

Uncharacterized 
protein not found   4.1e-08 

Pyronema 
omphalodes  Fungi 

2 

K1Q966_CR
AGI 

Uncharacterized 
protein 

A-
macroglobulin 
receptor  PF07677 4.3e-08 

Crassostrea 
gigas Metazoa 

2 
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A0A177VGU
0_9BASI 

Uncharacterized 
protein not found   4.6e-08 

Tilletia 
controversa Fungi 

2 

A0A177UN6
3_9BASI 

Uncharacterized 
protein not found   4.6e-08 Tilletia caries Fungi 

2 

H2XKE3_CI
OIN 

Uncharacterized 
protein not found   5.2e-08 

Ciona 
intestinalis Metazoa 

2 

A0A0J8QJ85
_COCIT 

Uncharacterized 
protein not found   5.5e-08 

Coccidioides 
immitis  Fungi 

2 

H1V266_CO
LHI 

D-alanyl-d-
alanine 
carboxypeptidase not found   6.2e-08 

Colletotrichum 
higginsianum  Fungi 

2 

A0A178FHM
0_TRIVO 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 6.3e-08 

Trichophyton 
violaceum Fungi 

2 

X0H371_FU
SOX 

Uncharacterized 
protein not found   6.5e-08 

Fusarium 
oxysporum  Fungi 

2 

A0A0B4GFE
2_9HYPO 

D-alanyl-D-
alanine 
carboxypeptidase not found   6.8e-08 

Metarhizium 
guizhouense  Fungi 

2 

A0A1W5BL2
8_CIOIN 

integumentary 
mucin C.1-like not found   7.1e-08 

Ciona 
intestinalis Metazoa 

2 

A0A0B4HEI2
_9HYPO 

D-alanyl-D-
alanine 
carboxypeptidase 
(Fragment) not found   7.1e-08 

Metarhizium 
majus  Fungi 

2 

L7I8S1_MA
GOY 

Uncharacterized 
protein not found   8.3e-08 

Magnaporthe 
oryzae  Fungi 

2 

A0A0C3CSR
6_9PEZI 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   8.5e-08 

Oidiodendron 
maius  Fungi 

2 

A0A1L7TA73
_9HYPO 

Uncharacterized 
protein not found   8.8e-08 

Fusarium 
mangiferae Fungi 

2 

C5FL84_AR
TOC 

Uncharacterized 
protein not found   1.1e-07 

Arthroderma 
otae  Fungi 

2 

A0A1Y1V10
7_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   1.3e-07 

Piromyces 
finnis Fungi 

3 

A0A1Y1ZFH
3_9PLEO 

Uncharacterized 
protein not found   1.6e-07 

Clohesyomyces 
aquaticus Fungi 

2 

N4V203_CO
LOR 

D-alanyl-d-
alanine 
carboxypeptidase not found   1.6e-07 

Colletotrichum 
orb iculare  Fungi 

2 

A0A0D1XY
W5_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   1.7e-07 

Exophiala 
mesophila Fungi 

2 

A0A177TUT
9_9BASI 

Uncharacterized 
protein not found   2.1e-07 Tilletia indica Fungi 

2 

A0A0N1H1X
1_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   2.2e-07 

Phialophora 
attae Fungi 

2 

A0A1Y3NF4
0_PIRSE 

Glycoside 
hydrolase family 
25 protein 

Glyco_hydro_
25 PF01183 2.5e-07 Piromyces sp.  Fungi 

2 

E4X1L0_OIK
DI 

Uncharacterized 
protein 

Peptidase_M1
5_4  PF13539 2.5e-07 

Oikopleura 
dioica Metazoa 

2 

A0A0J6YKS
3_COCIT 

Uncharacterized 
protein not found   2.6e-07 

Coccidioides 
immitis  Fungi 

2 

A0A292Q8F
4_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   3.3e-07 Tuber aestivum Fungi 

2 

A7SF25_NE
MVE 

Predicted protein 
(Fragment) not found   3.3e-07 

Nematostella 

vectensis Metazoa 
1 

A0A1Y3NH9
0_PIRSE 

Glycoside 
hydrolase family 
78 protein 

Bac_rhamnosi
d_N, 
Bac_rhamnosi
d, 
Bac_rhamnosi
d6H 

PF08531, 
PF05592, 
PF17389 3.4e-07 Piromyces sp.  Fungi 

2 
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A0A1W2WL
E7_CIOIN 

uncharacterized 
protein 
LOC100179664 not found   4.3e-07 

Ciona 
intestinalis Metazoa 

2 

A0A1G4BF8
8_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   5.8e-07 

Colletotrichum 
orchidophilum Fungi 

2 

A0A0B4ER5
3_METAN 

D-alanyl-D-
alanine 
carboxypeptidase 
(Fragment) not found   5.9e-07 

Metarhizium 
anisopliae 

ARSEF 549 Fungi 

2 

A0A0J6FVZ2
_COCPO 

Uncharacterized 
protein not found   6.5e-07 

Coccidioides 
posadasii 
RMSCC 3488 Fungi 

2 

G9IBU8_9BI
VA 

Peptidoglycan 
recognition 
protein 2 Amidase_sf IPR036505 7.6e-07 Solen grandis Metazoa 

2 

A0A177U5Z
0_9BASI 

Uncharacterized 
protein not found   8.6e-07 Tilletia walkeri Fungi 

2 

A0A1Y2BC1
5_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m, 
Chitin_bind_1
  

IPR000064, 
PF00187 

9.0e-07 
Neocallimastix 
californiae Fungi 

2 

L2G260_CO
LGN 

D-alanyl-d-
alanine 
carboxypeptidase not found   1.1e-06 

Colletotrichum 
gloeosporioides  Fungi 

2 

A0A086STU
0_ACRC1 

Uncharacterized 
protein not found   1.1e-06 

Acremonium 
chrysogenum  Fungi 

2 

A0A0U9HRP
3_KLEFL Chitinase 

Glyco_hydro_
18  PF00704 

1.1e-06 
Klebsormidium 
flaccidum Fungi 

2 

R7YW49_C
ONA1 

Uncharacterized 
protein not found   1.1e-06 

Coniosporium 
apollinis  Fungi 

2 

E4UQX3_AR
TGP 

Uncharacterized 
protein not found   1.3e-06 

Arthroderma 
gypseum  Fungi 

2 

A0A135UXQ
9_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   1.3e-06 

Colletotrichum 
nymphaeae  Fungi 

2 

A0A014MYH
1_9HYPO 

Uncharacterized 
protein not found   1.4e-06 

Metarhizium 
robertsii Fungi 

2 

H0EFT4_GL
AL7 

Putative GH 
family 25 
lysozyme 4 not found   1.5e-06 

Glarea 
lozoyensis  Fungi 

1 

B2APM3_PO
DAN 

Podospora 
anserina S mat+ 
genomic DNA 
chromosome 5, 
supercontig 10 not found   1.7e-06 

Podospora 
anserina  Fungi 

2 

A0A059J7T3
_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   2.0e-06 

Trichophyton 

interdigitale  Fungi 
2 

F2RQW8_T
RIT1 

Uncharacterized 
protein not found   2.0e-06 

Trichophyton 
tonsurans  Fungi 

2 

E9FBW2_M
ETRA 

Uncharacterized 
protein not found   2.7e-06 

Metarhizium 
robertsii  Fungi 

2 

A0A0B4FCL
1_9HYPO 

D-alanyl-D-
alanine 
carboxypeptidase 
(Fragment) not found   3.2e-06 

Metarhizium 
brunneum  Fungi 

2 

B2ANC6_PO
DAN 

Podospora 
anserina S mat+ 
genomic DNA 
chromosome 6, 
supercontig 4 not found   4.1e-06 

Podospora 

anserina  Fungi 

1 

C3YYK9_BR
AFL 

Uncharacterized 
protein 

Phospholip_A
2_1, 
Stanniocalcin 

PF00068, 
PF03298 4.9e-06 

Branchiostoma 
floridae Metazoa 

2 

C5FPG1_AR
TOC 

Uncharacterized 
protein not found   6.1e-06 

Arthroderma 
otae Fungi 

2 
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A8PEP4_CO
PC7 Lysozyme 

Phage_lysozy
me PF00959 6.4e-06 

Coprinopsis 
cinerea  Fungi 

2 

A0A1S1W6I
7_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   6.5e-06 

Colletotrichum 
incanum Fungi 

2 

H1VR52_CO
LHI 

Uncharacterized 
protein not found   7.3e-06 

Colletotrichum 
higginsianum  Fungi 

2 

E4X3L5_OIK
DI 

Uncharacterized 
protein Amidase_2 PF01510 9.6e-06 

Oikopleura 

dioica Metazoa 
2 

E4YJN1_OIK
DI 

Uncharacterized 
protein Amidase_2 PF01510 1.1e-05 

Oikopleura 
dioica Metazoa 

2 

R7Z482_CO
NA1 

Uncharacterized 
protein 

Phage_lysozy
me PF00959 1.2e-05 

Coniosporium 
apollinis  Fungi 

1 

A0A1B7Y4B
0_COLHI 

Glycoside 
hydrolase family 
24 protein not found   1.4e-05 

Colletotrichum 
higginsianum  Fungi 

2 

A0A1Y1X4L
6_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 1.7e-05 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

2 

A9UVK7_M
ONBE Predicted protein not found 

PF12245 
1.8e-05 

Monosiga 
brevicollis 

Choanofl
agellata 

2 

H0EY40_GL
AL7 

Putative 
Lysozyme 

Phage_lysozy
me PF00959 1.9e-05 

Glarea 
lozoyensis  Fungi 

2 

A0A1W5BKL
7_CIOIN zonadhesin-like 

TIL  PF01826 
2.0e-05 

Ciona 
intestinalis Metazoa 

1 

A0A229XW5
1_ASPFM 

Uncharacterized 
protein ENTH  PF01417 4.0e-05 unclassified   

1 

A0A0C9W4J
6_9HOMO 

Unplaced 
genomic scaffold 
SPHSTscaffold_3
3, whole genome 
shotgun sequence 
(Fragment) not found   4.5e-05 

Sphaerobolus 
stellatus  Fungi 

1 

A0A229Z558
_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   5.5e-05 

Aspergillus 
turcosus Fungi 

1 

A8PG78_CO
PC7 

Uncharacterized 
protein not found   5.6e-05 

Coprinopsis 
cinerea  Fungi 

2 

K1Q480_CR
AGI 

N-
acetylmuramoyl-
L-alanine amidase Amidase_2 PF01510 5.7e-05 

Crassostrea 
gigas Metazoa 

1 

B2DEU6_CR
AGI 

Peptidoglycan 
recognition 
protein S3 Amidase_2 PF01510 5.7e-05 

Crassostrea 
gigas Metazoa 

1 

H2Y6U9_CI
OSA 

Uncharacterized 
protein Trefoil PF00088 6.4e-05 Ciona savignyi Metazoa 

2 

T1YDG3_HY
RCU 

Peptidoglycan 
recognition 
protein S1 Amidase_2 PF01510 7.0e-05 

Hyriopsis 

cumingii Metazoa 
1 

K1QBK4_CR
AGI 

Peptidoglycan-
recognition 
protein SC2 Amidase_2 PF01510 7.8e-05 

Crassostrea 
gigas Metazoa 

1 

LYS3_CRAV
I Lysozyme 3 

Lysozyme-
like_dom_sf 

IPR023346 
7.9e-05 

Crassostrea 

virginica Metazoa 
1 

C3YYC8_BR
AFL 

Uncharacterized 
protein 

VWA  PF00092 
9.4e-05 

Branchiostoma 
floridae Metazoa 

2 

Q0C9W1_A
SPTN 

Uncharacterized 
protein not found   9.6e-05 

Aspergillus 
terreus  Fungi 

2 

A0A0C5PTA
0_MYTGA 

Peptidoglycan 
recognition 
protein 3 Amidase_2 PF01510 0.00018 

Mytilus 
galloprovincialis Metazoa 

1 

A0A0G0ZY0
6_9BACT 

Uncharacterized 
protein 

Transglycosyl
ase_SLT_dom
_1 IPR008258 0.00018 

Parcubacteria 
group 
bacterium  Bacteria 

2 
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A0A226D3K
8_FOLCA 

Uncharacterized 
protein not found   0.0002 

Folsomia 
candida Metazoa 

2 

A0A1Y1UY4
0_9FUNG 

Glycoside 
hydrolase 

Glyco_hydro_
25 PF01183 0.0002 

Piromyces 
finnis Fungi 

2 

K1PCK0_CR
AGI 

Spore cortex-lytic 
enzyme Hydrolase_2   PF07486 0.00023 

Crassostrea 
gigas Metazoa 

1 

A0A2B7Y74
5_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   0.00024 

Helicocarpus 

griseus Fungi 
1 

A0A1L9RN6
5_ASPWE 

Uncharacterized 
protein not found   0.00025 

Aspergillus 
wentii  Fungi 

2 

S8AJ73_DA
CHA 

Uncharacterized 
protein not found   0.00035 

Dactylellina 
haptotyla  Fungi 

1 

C3Y3M5_BR
AFL 

Uncharacterized 
protein 

Glycosyl 
hydrolase-like 
10 PF02638 0.00041 

Branchiostoma 
floridae Metazoa 

1 

LYS1_CRAV
I Lysozyme 1 

Lysozyme-
like_dom_sf 

IPR023346 
0.00046 

Crassostrea 
virginica Metazoa 

1 

R7Z1W0_C
ONA1 

Uncharacterized 
protein not found   0.00049 

Coniosporium 
apollinis Fungi 

1 

A0A2B7XKJ
4_9EURO 

Uncharacterized 
protein 

DUF2011 PF09428 
0.00052 

Emmonsia 
parva Fungi 

1 

C4TJC8_CR
AGI 

Peptidoglycan 
recognition 
protein L Amidase_2 PF01510 0.00054 

Crassostrea 
gigas Metazoa 

2 

A0A1J9P0L5
_9EURO 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   0.00056 

Blastomyces 
percursus Fungi 

2 

A0A1Y1XI25
_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   0.00061 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

1 

A0A2B7YYY
4_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   0.00068 

Emmonsia 
crescens Fungi 

1 

A0A1Y3MVQ
3_PIRSE 

Uncharacterized 
protein not found   0.00072 Piromyces sp.  Fungi 

3 

W4Y985_ST
RPU 

Uncharacterized 
protein not found   0.00076 

Strongylocentro
tus purpuratus Metazoa 

1 

A0A1Y1UXG
5_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 
(Fragment) not found   0.00079 

Piromyces 
finnis Fungi 

2 

A0A1Y1VRN
1_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   0.00081 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

1 

A0A1Y1VZH
9_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   0.00084 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

1 

K1RK66_CR
AGI 

Peptidoglycan 
recognition 
protein Amidase_2 PF01510 0.00088 

Crassostrea 
gigas Metazoa 

2 

H2YC55_CI
OSA 

Uncharacterized 
protein not found   0.00093 Ciona savignyi Metazoa 

1 

A0A1Y2F5Q
1_9FUNG 

Glycoside 
hydrolase 

Glyco_hydro_
25 PF01183 0.00097 

Neocallimastix 
californiae Fungi 

1 

A0A1Z5SQK
5_HORWE 

Uncharacterized 
protein DUF3238 PF11579 0.00097 

Hortaea 
werneckii  Fungi 

1 

A0A1Y1X7Y
6_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 0.00099 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

1 

A0A0N1IQ18
_PAPMA 

Uncharacterized 
protein not found   0.0011 

Papilio 
machaon Metazoa 

1 

I1Z8C7_9BR
AN Lysozyme not found   0.0012 

Branchiostoma 
japonicum Metazoa 

1 

A0A2B7XCQ
6_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   0.0013 

Emmonsia 
parva Fungi 

1 
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A0A0F6W1K
1_9DELT 

Kinase domain 
protein FGE-sulfatase PF03781 0.0013 

Sandaracinus 
amylolyticus Bacteria 

1 

B8NKN9_AS
PFN 

Uncharacterized 
protein not found   0.0014 

Aspergillus 
flavus Fungi 

1 

N4UHG4_FU
SC1 

Uncharacterized 
protein not found   0.0015 

Fusarium 
oxysporum Fungi 

2 

Q2KHB1_M
AGO7 

Uncharacterized 
protein not found   0.0015 

Magnaporthe 

oryzae Fungi 
1 

A0A1Y1ZIF7
_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 

PLA2G12 PF06951 
0.0016 

Neocallimastix 
californiae Fungi 

1 

A0A1Y2DUI9
_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   0.0016 

Neocallimastix 
californiae Fungi 

1 

A0A0H1BIS9
_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   0.0016 

Emmonsia 
parva  Fungi 

1 

L7J9J7_MA
GOP 

Uncharacterized 
protein not found   0.0016 

Magnaporthe 
oryzae  Fungi 

1 

A0A179UJF9
_BLAGS 

Uncharacterized 
protein not found   0.0018 

Blastomyces 
gilchristii Fungi 

1 

C5GT27_AJ
EDR 

Uncharacterized 
protein not found   0.0018 

Ajellomyces 

dermatitidis  Fungi 
1 

A0A0J8RTU
2_COCIT 

Uncharacterized 
protein not found   0.0018 

Coccidioides 
immitis  Fungi 

2 

C3Y3M4_BR
AFL 

Uncharacterized 
protein 

Glycosyl 
hydrolase-like 
10 PF02638 0.0019 

Branchiostoma 
floridae Metazoa 

1 

K1RA39_CR
AGI Lysozyme 3 

Destabilase, 
Ras 

PF05497, 
PF00071 0.0021 

Crassostrea 
gigas Metazoa 

1 

A0A1L6L9H6
_9DELT 

Cell division 
protein FtsK FGE-sulfatase PF03781 0.0022 

Minicystis 
rosea Bacteria 

1 

F6PS12_CIO
IN 

Uncharacterized 
protein not found   0.0023 

Ciona 
intestinalis Metazoa 

2 

A0A0C3GC9
2_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   0.0027 

Oidiodendron 
maius Fungi 

1 

A0A179F505
_METCM 

NlpC/P60-like 
cell-wall 
peptidase 

NLP_P60_do
m IPR000064 0.003 

Pochonia 
chlamydosporia  Fungi 

2 

A0A0G2J9K
6_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   0.0031 

Emmonsia 
crescens  Fungi 

1 

A0A1P7ZCS
2_CONBE Conotoxin 

Transglycosyl
ase_SLT_dom
_1 

IPR008258 
0.0031 

Conus 

betulinus Metazoa 
1 

G1X4V3_AR
TOA 

Uncharacterized 
protein not found   0.0032 

Arthrobotrys 
oligospora Fungi 

1 

A0A1E1MPV
6_RHYSE 

Uncharacterized 
protein not found   0.004 

Rhynchosporiu
m secalis Fungi 

1 

A0A1E1KY9
1_9HELO 

Uncharacterized 
protein not found   0.004 

Rhynchosporiu
m commune Fungi 

1 

A0A1E1KGK
3_9HELO 

Uncharacterized 
protein not found   0.0041 

Rhynchosporiu
m agropyri Fungi 

1 

A0A1Y1XDV
7_9FUNG 

Uncharacterized 
protein 

Glyco_hydro_
108 PF05838 0.0043 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

2 

A0A1Y1X2T
1_9FUNG 

Uncharacterized 
protein not found   0.0047 

Anaeromyces 
robustus Fungi 

1 

A0A2B7XIY0
_9EURO 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 0.0048 

Helicocarpus 

griseus  Fungi 
2 

A0A0C3CLN
7_9PEZI 

Uncharacterized 
protein not found   0.005 

Oidiodendron 
maius  Fungi 

1 

E3QSD4_C
OLGM 

Uncharacterized 
protein not found   0.0066 

Colletotrichum 
graminicola  Fungi 

1 
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A0A194AMH
1_PINFU 

Peptidoglycan-
recognition 
protein Amidase_2 PF01510 0.0072 Pinctada fucata Metazoa 

1 

C3YYL0_BR
AFL 

Uncharacterized 
protein 

Stanniocalcin, 
Peptidase_M1
5_4 

PF03298, 
PF13539 0.008 

Branchiostoma 
floridae Metazoa 

2 

A0A210PVR
3_MIZYE 

Uncharacterized 
protein not found   0.0086 

Mizuhopecten 
yessoensis Metazoa 

5 

A0A232M6Z
8_9EURO 

Uncharacterized 
protein not found   0.009 

Elaphomyces 
granulatus Fungi 

1 

A0A292PN5
9_9PEZI 

Uncharacterized 
protein 

NLP_P60_do
m IPR000064 0.0098 Tuber aestivum Fungi 

1 

Приложение 12 

название домена в 
Pfam 

количество совпадений с 
бактериальными белками 

количество совпадений с 
вирусными белками 

Ami_2 23 23 

AMP_N 1   

PA2c   1 

Bac_rhamnosid 1   
Bac_rhamnosid_N 1   

Bac_rhamnosid6H 1   

Cutinase 2   
DUF3238 2   

FGE-sulfatase 2   

GHL10 3   

Glucosaminidase 1 1 

Glyco_hydro_25 5 5 

Hydrolase_2 3 2 
NLPC_P60 64 40 

Peptidase_M15_3 3 2 

Peptidase_M15_4 5   

Peptidase_M24 1 1 

Phage_lysozyme 54 53 

Phospholip_A2_3 1 1 

PLA2G12 1   

Ribosomal_L7Ae 1   

SLT 3   
Stanniocalcin 3   

PGRP 28 27 

RHO 1   
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Приложение 13 

ID белка вид таксон 
название 

домена в Pfam 

ID 
последова- 
тельности 

вируса 

вид вируса 

A0A194XFQ9_9HEL

O 

Phialocephala 

scopiformis 

Fungi, 

Ascomycota Phage_lysozyme KJ740396.1 

Acinetobacter 

phage 

A0A194XFQ9_9HEL
O 

Phialocephala 
scopiformis 

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme KJ740396.1 

Acinetobacter 
phage 

A0A194XFQ9_9HEL
O 

Phialocephala 
scopiformis 

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme KJ740396.1 

Acinetobacter 
phage 

A0A194XFQ9_9HEL
O 

Phialocephala 
scopiformis 

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme KJ740396.1 

Acinetobacter 
phage 

A0A194XFQ9_9HEL

O 

Phialocephala 

scopiformis 

Fungi, 

Ascomycota Phage_lysozyme KJ740396.1 

Acinetobacter 

phage 
A0A194XFQ9_9HEL

O 

Phialocephala 

scopiformis 

Fungi, 

Ascomycota Phage_lysozyme KJ740396.1 

Acinetobacter 

phage 

A0A194XFQ9_9HEL
O 

Phialocephala 
scopiformis 

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme KJ740396.1 

Acinetobacter 
phage 

A0A1L7WSM1_9H
ELO 

Phialocephala 
subalpina 

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme GU936714.1 

Synechococcus 
phage 

A0A1L7WSM1_9H
ELO 

Phialocephala 
subalpina 

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme GU936714.1 

Synechococcus 
phage 

A0A1Y1UUI0_9FU
NG Piromyces finnis 

Fungi, 

Chytridiomyc
ota NLPC_P60 MG663586.1 

Streptomyces 

phage 

A0A1Y1UUI0_9FU
NG Piromyces finnis 

Fungi, 
Chytridiomyc
ota NLPC_P60 MG663586.1 

Streptomyces 
phage 

A0A1Y1UWV2_9FU
NG Piromyces finnis 

Fungi, 

Chytridiomyc
ota NLPC_P60 MG663586.1 

Streptomyces 

phage 

A0A1Y1UWV2_9FU
NG Piromyces finnis 

Fungi, 
Chytridiomyc
ota NLPC_P60 MG663586.1 

Streptomyces 
phage 

A0A1Y1UXW7_9FU
NG Piromyces finnis 

Fungi, 

Chytridiomyc
ota Glyco_hydro_25 MK448997.1 

Streptococcus 

phage 

A0A1Y1UY40_9FU
NG Piromyces finnis 

Fungi, 
Chytridiomyc
ota Glyco_hydro_25 MK448997.1 

Streptococcus 
phage 

A0A1Y1WRD3_9FU
NG 

Anaeromyces 
robustus 

Fungi, 

Chytridiomyc
ota NLPC_P60 LN681540.1 

Clostridium 

phage 

A0A1Y1X4L6_9FUN
G 

Anaeromyces 
robustus 

Fungi, 
Chytridiomyc
ota NLPC_P60 MH155868.1 

Streptomyces 
phage 

A0A1Y1X4L6_9FUN
G 

Anaeromyces 
robustus 

Fungi, 

Chytridiomyc
ota NLPC_P60 MH155868.1 

Streptomyces 

phage 

A0A1Y1X7Y6_9FU
NG 

Anaeromyces 
robustus 

Fungi, 
Chytridiomyc
ota NLPC_P60 MG518519.1 

Streptomyces 
phage 

A0A1Y1YTW7_9PL

EO 

Clohesyomyces 

aquaticus 

Fungi, 

Ascomycota NLPC_P60 MH744418.1 

Streptomyces 

phage 

A0A1Y1YTW7_9PL Clohesyomyces Fungi, NLPC_P60 MH744418.1 Streptomyces 
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EO aquaticus Ascomycota phage 

A0A1Y2F5Q1_9FU
NG 

Neocallimastix 
californiae 

Fungi, 
Chytridiomyc
ota Glyco_hydro_25 MG711464.1 

Faecalibacteriu
m phage 

A0A1Y2FMX2_9FU
NG 

Neocallimastix 
californiae 

Fungi, 

Chytridiomyc
ota Glyco_hydro_25 MF172979.1 

Erysipelothrix 

phage 

A0A067NV59_PLE
OS 

Pleurotus 
ostreatus  

Fungi, 
Basidiomycot
a Phage_lysozyme GU936714.1 

Synechococcus 
phage 

A0A0C2XHJ2_HEBC
Y 

Hebeloma 
cylindrosporum  

Fungi, 

Basidiomycot
a Phage_lysozyme MG592659.1 

Vibrio phage 

A0A0C2XX76_HEB
CY 

Hebeloma 
cylindrosporum 

Fungi, 
Basidiomycot
a Phage_lysozyme KJ740398.1 

Acinetobacter 
phage 

A0A0C2XX76_HEB

CY 

Hebeloma 

cylindrosporum 

Fungi, 
Basidiomycot

a Phage_lysozyme KJ740398.1 

Acinetobacter 

phage 

A0A0C2XX76_HEB
CY 

Hebeloma 
cylindrosporum 

Fungi, 
Basidiomycot
a Phage_lysozyme KJ740398.1 

Acinetobacter 
phage 

A0A0C2XX76_HEB

CY 

Hebeloma 

cylindrosporum 

Fungi, 
Basidiomycot

a Phage_lysozyme KJ740398.1 

Acinetobacter 

phage 

A0A0C2XX76_HEB
CY 

Hebeloma 
cylindrosporum 

Fungi, 
Basidiomycot
a Phage_lysozyme KJ740398.1 

Acinetobacter 
phage 

A0A0C3CXG8_9PEZ
I 

Oidiodendron 
maius 

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme FQ482085.1 

Erwinia 
tasmaniensis 

A0A0C9XQL1_9AG
AR 

Laccaria 
amethystina 

Fungi, 

Basidiomycot
a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 

amyloliquefaci
ens phage 

A0A0C9XQL1_9AG
AR 

Laccaria 
amethystina 

Fungi, 
Basidiomycot
a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 
amyloliquefaci
ens phage 

A0A0C9XQL1_9AG
AR 

Laccaria 
amethystina 

Fungi, 

Basidiomycot
a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 

amyloliquefaci
ens phage 

A0A0C9XQL1_9AG
AR 

Laccaria 
amethystina 

Fungi, 
Basidiomycot
a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 
amyloliquefaci
ens phage 

A0A0C9XQL1_9AG
AR 

Laccaria 
amethystina 

Fungi, 

Basidiomycot
a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 

amyloliquefaci
ens phage 

A0A137QVX2_9AG
AR 

Leucoagaricus 
sp. 

Fungi, 
Basidiomycot
a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 
amyloliquefaci
ens phage 

A0A137QVX2_9AG
AR 

Leucoagaricus 
sp. 

Fungi, 

Basidiomycot
a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 

amyloliquefaci
ens phage 

A0A177CUK9_9PLE
O 

Paraphaeospha
eria sporulosa 

Fungi, 
Ascomycota NLPC_P60 MH744418.1 

Streptomyces 
phage 

A0A194AM73_PIN
FU Pinctada fucata 

Metazoa, 
Molluska PGRP KT186229.1 

Streptomyces 
phage 

A0A194AM73_PIN

FU Pinctada fucata 

Metazoa, 

Molluska PGRP KT186229.1 

Streptomyces 

phage 
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A0A194AM73_PIN
FU Pinctada fucata 

Metazoa, 
Molluska PGRP KT186229.1 

Streptomyces 
phage 

A0A194AM73_PIN

FU Pinctada fucata 

Metazoa, 

Molluska PGRP KT186229.1 

Streptomyces 

phage 

A0A1Y3MVJ4_PIRS
E Piromyces sp. 

Fungi, 
Chytridiomyc
ota NLPC_P60 MG663586.1 

Streptomyces 
phage 

A0A1Y3MVJ4_PIRS

E Piromyces sp. 

Fungi, 
Chytridiomyc

ota NLPC_P60 MG663586.1 

Streptomyces 
phage 

A0A1Y3NF40_PIRS
E Piromyces sp.  

Fungi, 
Chytridiomyc
ota Glyco_hydro_25 MF172979.1 

Erysipelothrix 
phage 

A0A210R2F6_MIZY
E 

Mizuhopecten 
yessoensis 

Metazoa, 
Molluska PGRP KT186229.1 

Streptomyces 
phage 

A0A210R2F6_MIZY
E 

Mizuhopecten 
yessoensis 

Metazoa, 
Molluska PGRP KT186229.1 

Streptomyces 
phage 

A0A292PN59_9PEZ

I Tuber aestivum 

Fungi, 

Ascomycota NLPC_P60 MK279853.1 

Gordonia 

phage 

A0A292PN59_9PEZ
I Tuber aestivum 

Fungi, 
Ascomycota NLPC_P60 MK279853.1 

Gordonia 
phage 

A0A292PN59_9PEZ
I Tuber aestivum 

Fungi, 
Ascomycota NLPC_P60 MK279853.1 

Gordonia 
phage 

A0A2A9NAZ2_9AG

AR Amanita thiersii  

Fungi, 
Basidiomycot

a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 
amyloliquefaci

ens phage 

A0A2A9NAZ2_9AG
AR Amanita thiersii  

Fungi, 
Basidiomycot
a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 
amyloliquefaci
ens phage 

A0A2A9NNJ3_9AG

AR Amanita thiersii  

Fungi, 
Basidiomycot

a Phage_lysozyme GU936714.1 

Synechococcus 
phage 

A0A2B7XIY0_9EUR
O 

Helicocarpus 
griseus  

Fungi, 
Ascomycota NLPC_P60 MG515223.1 

Streptomyces 
phage 

A0A2B7XIY0_9EUR
O 

Helicocarpus 
griseus  

Fungi, 
Ascomycota NLPC_P60 MG515223.1 

Streptomyces 
phage 

A8PEP0_COPC7 

Coprinopsis 

cinerea  

Fungi, 
Basidiomycot

a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 
amyloliquefaci

ens phage 

A8PEP4_COPC7 
Coprinopsis 
cinerea  

Fungi, 
Basidiomycot
a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 
amyloliquefaci
ens phage 

A8PEQ3_COPC7 

Coprinopsis 

cinerea  

Fungi, 
Basidiomycot

a Phage_lysozyme GU936714.1 

Synechococcus 
phage 

A8PEQ3_COPC7 
Coprinopsis 
cinerea  

Fungi, 

Basidiomycot
a Phage_lysozyme GU936714.1 

Synechococcus 
phage 

A8PEU5_COPC7 

Coprinopsis 

cinerea  

Fungi, 
Basidiomycot

a Phage_lysozyme GU936714.1 

Synechococcus 
phage 

A8PEU5_COPC7 
Coprinopsis 
cinerea  

Fungi, 

Basidiomycot
a Phage_lysozyme GU936714.1 

Synechococcus 
phage 

B0DUH4_LACBS Laccaria bicolor 

Fungi, 
Basidiomycot

a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 
amyloliquefaci

ens phage 

B0DUH4_LACBS Laccaria bicolor Fungi, Phage_lysozyme AY030242.1 Bacil lus 
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Basidiomycot
a 

amyloliquefaci
ens phage 

B0DUH4_LACBS Laccaria bicolor 

Fungi, 

Basidiomycot
a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 

amyloliquefaci
ens phage 

B0DUH4_LACBS Laccaria bicolor 

Fungi, 
Basidiomycot
a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 
amyloliquefaci
ens phage 

B0DUH4_LACBS Laccaria bicolor 

Fungi, 

Basidiomycot
a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 

amyloliquefaci
ens phage 

B0DUH4_LACBS Laccaria bicolor 

Fungi, 
Basidiomycot
a Phage_lysozyme AY030242.1 

Bacil lus 
amyloliquefaci
ens phage 

K1PCK0_CRAGI 

Crassostrea 

gigas 

Metazoa, 

Molluska Hydrolase_2 

NC_041881.

1 

Pseudomonas 

phage 

K1QBK4_CRAGI 

Crassostrea 

gigas 

Metazoa, 

Molluska PGRP KT186229.1 

Streptomyces 

phage 

L7IQ60_MAGOP 
Magnaporthe 
oryzae 

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme GU936714.1 

Synechococcus 
phage 

L7IQ60_MAGOP 
Magnaporthe 
oryzae 

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme GU936714.1 

Synechococcus 
phage 

R7Z235_CONA1 
Coniosporium 
apollinis  

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme KJ740398.1 

Acinetobacter 
phage 

R7Z235_CONA1 

Coniosporium 

apollinis  

Fungi, 

Ascomycota Phage_lysozyme KJ740398.1 

Acinetobacter 

phage 

R7Z235_CONA1 
Coniosporium 
apollinis  

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme KJ740398.1 

Acinetobacter 
phage 

R7Z235_CONA1 
Coniosporium 
apollinis  

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme KJ740398.1 

Acinetobacter 
phage 

S3D2D9_GLAL2 
Glarea 
lozoyensis  

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme GU936714.1 

Synechococcus 
phage 

S3D2D9_GLAL2 

Glarea 

lozoyensis  

Fungi, 

Ascomycota Phage_lysozyme GU936714.1 

Synechococcus 

phage 

U4KX77_PYROM 

Pyronema 

omphalodes  

Fungi, 

Ascomycota NLPC_P60 MK279853.1 

Gordonia 

phage 

U4LQS4_PYROM 
Pyronema 
omphalodes  

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme MG592566.1 

Vibrio phage 

U4LQS4_PYROM 
Pyronema 
omphalodes  

Fungi, 
Ascomycota Phage_lysozyme MG592566.1 

Vibrio phage 

A0A076FGI3_9MA
XI 

Paracyclopina 
nana 

Metazoa, 
Crustacea Ami_2 KT186229.1 

Streptomyces 
phage 

A0A076FGI3_9MA

XI 

Paracyclopina 

nana 

Metazoa, 

Crustacea Ami_2 KT186229.1 

Streptomyces 

phage 

E4X3L5_OIKDI 
Oikopleura 
dioica 

Metazoa, 
Tunica Ami_2 KT186229.1 

Streptomyces 
phage 

E4X3L5_OIKDI 
Oikopleura 
dioica 

Metazoa, 
Tunica Ami_2 KT186229.1 

Streptomyces 
phage 

A0A076FGI3_9MA
XI 

Paracyclopina 
nana 

Metazoa, 
Crustacea PGRP KT186229.1 

Streptomyces 
phage 

A0A0C5PTA0_MYT
GA 

Mytilus 
galloprovincialis 

Metazoa, 
Molluska PGRP KT186229.1 

Streptomyces 
phage 

G9IBU7_9BIVA Solen grandis 

Metazoa, 

Molluska PGRP KT186229.1 

Streptomyces 

phage 

G9IBU7_9BIVA Solen grandis 
Metazoa, 
Molluska Ami_2 KT186229.1 

Streptomyces 
phage 

A0A1Y1WV04_9FU
NG 

Anaeromyces 
robustus 

Fungi, 
Chytridiomyc

Peptidase_M15_
3 HE608841.1 

Bacteroides 
phage 
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A0A0C2Y6A2_HEB
CY 

Hebeloma 
cylindrosporum 

Fungi, 
Basidiomycot
a Phage_lysozyme KJ740396.1 

Acinetobacter 
phage 

 


