
На правах рукописи 

 

 

 

 

 

 

 

Даугавет 

Мария Аркадьевна 

 

 

 

 

Белки Оболочников (Tunicata), специфичные для двух типов клеток 

крови: доменная организация и происхождение. 

 

 

 

  1.5.3.– "Молекулярная биология" 

 

 

 

 

АВТОРЕФЕРАТ 
диссертации на соискание ученой степени 

кандидата биологических наук 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Санкт-Петербург 

2022 



2 
 

Работа выполнена в Федеральном государственном бюджетном учреждении науки Институте 

цитологии Российской академии наук  

 

Научный руководитель:                           Доктор биологических наук, профессор 

Подгорная Ольга Игоревна 
Главный научный сотрудник  

Лаборатории некодирующей ДНК 

Института цитологии Российской  

академии наук, Санкт-Петербург  

 

Официальные оппоненты:                       Доктор биологических наук,  

Столярова Марина Владимировна  
Профессор кафедры гистологии и эмбриологии им. 

проф. А.Г.Кнорре  

Санкт-Петербургского государственного 

педиатрического медицинского университета 

Министерства здравоохранения Российской 

Федерации, Санкт-Петербург 

 

Доктор биологических наук, 

Щербаков Дмитрий Юрьевич 

Главный научный сотрудник 

Лаборатории геносистематики 

Лимнологического института Сибирского отделения 

Российской академии наук, Иркутск 

 

Ведущая организация:                                 Федеральный исследовательский центр  

Институт цитологии и генетики Сибирского 

отделения Российской академии наук, Новосибирск 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Защита диссертации состоится "17"  февраля  2023 г. в 13:00 часов на заседании  

Диссертационного совета 24.1.151.01 на базе Института цитологии РАН по адресу:  

194064, Санкт-Петербург, Тихорецкий проспект, д. 4.  

Сайт института: http://www.incras.ru  

Адрес электронной почты института: cellbio@incras.ru  

Факс института: (812) 297-35-41  

С диссертацией можно ознакомиться в библиотеке Института цитологии РАН и на сайте 

http://www.incras.ru  

Автореферат разослан «….»________  202__ г. 

 

Ученый секретарь Диссертационного совета,  

доктор биологических наук                                                                         М.Г.Мартынова 

  



3 
 

1 ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

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]. Однако большинство 

Оболочников имеют комплекс осевых органов (хорду, нервную трубку, кишечник) только 

на личиночной стадии. В процессе метаморфоза осевые органы редуцируются, взрослые 

особи переходят к прикреплённому образу жизни и питаются за счёт фильтрации. 

Кровеносная система Оболочников незамкнутая и представлена сердцем и лакунами 

между внутренними органами. Клетки крови Оболочников выполняют большой спектр 

функций. 

Стволовые клетки крови отвечают за обновление клеточной популяции гемоцитов и 

являются предшественниками новых органов, в том числе в процессе клонального 

размножения асцидий [2,3]. Во время контакта двух колоний гемоциты определяют 

способность к клеточному паразитизму одной из колоний на второй колонии, с которой 

произошло слияние. Клетки крови отвечают как за слияние [3], так и за отторжение и 

формирование барьера между генетически несовместимыми колониями [4]. 

Дифференцированные клетки крови осуществляют защитные функции за счёт 

инкапсуляции [5] или фагоцитоза патогенных организмов [6]. Они также участвуют в 

процессе репарации в случае повреждения покровов, и в образовании покровов в норме 

[7]. У разных видов Оболочников описывают от 4 до 12 клеточных типов гемоцитов. При 

этом, морфологически различные клетки в некоторых случаях могут представлять собой 

стадии созревания одного типа клеток. Основными типами гемоцитов являются 

гемоцитобласты, гранулоциты, гиалиновые амебоциты, макрофаги, морулярные клетки 

[6]. Наиболее многочисленные из них это гиалиноциты ( ̴ 26%) и морулярные клетки на 

различных стадиях созревания ( ̴ 47%) [8]. 
Морулярные клетки участвуют в инкапсуляции чужеродных частиц, синтезируют, 

транспортируют и высвобождают защитные факторы во время инфекции [9]. Морулярные 

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

Морулярные клетки содержат фенолоксидазу, которая задействована в цитотоксических 

реакциях [11], формировании барьера на границе контакта генетически несовместимых 

особей [12], участвует в процессах задубливания и репарации туники. Гиалиноциты 

подвижны, образуют псевдоподии и способны к фагоцитозу. Содержат щелочную 

фосфатазу, и бета-глюкуронидазу, фермент, характерный для лизосом [13]. Клетки 
Halocynthia roretzi, которые по своим характеристикам соответствуют гиалиноцитам, 

секретируют металлопротеазу в ответ на индукцию липополисахаридами бактерий [14]. 

Таким образом, функция гиалиноцитов должна быть связана с осуществлением защитных 

реакций. 

Функции основных клеточных типов в крови асцидий подробно описаны, но 

белковые компоненты, определяющие эти функции не всегда известны. Изучение главных 

молекул в крови асцидий, которые выполняют важные физиологические функции, может 

иметь практическое значение. Асцидии часто служат источником новых биологически 

активных веществ. В частности, на основе клаванина, антимикробного белка асцидии 

Styela clava, разработан новый эффективный антимикробный агент [15]. 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. 
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Таким образом, целью исследования стало описание белков, специфичных для двух 

основных типов клеток крови асцидий.  

Для достижения этой цели поставлены следующие задачи: 
 

1. Определить аминокислотную последовательность и функциональные домены 

мажорного белка морулярных клеток асцидии S. rustica 

2. Найти его гомологи у других организмов, построить филогению и описать 

происхождение этого белка. 

3. Определить аминокислотную последовательность и функциональные домены, 

белка, специфичного для гиалиноцитов S. rustica. 

4. Найти его гомологи у других организмов, построить филогению и описать 

происхождение этого белка. 

Положения, выносимые на защиту: 
1.Описан новый белок асцидии S. rustica - туфоксин. Этот белок является маркером 

морулярных клеток крови и участвует в образовании туники. В состав зрелой молекулы 

туфоксина входит 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. 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 путём горизонтального переноса гена из бактериального 

генома. Показана роль бактериофага как посредника этого переноса. 

Научная новизна работы 
В диссертационной работе описано два новых белка асцидий и их гомологи, 

принадлежащие Оболочникам и другим группам многоклеточных. Наличие тирозиназ 

альфа-подтипа у Оболочников ранее было предсказано на основании анализа данных 

секвенирования геномов [16]. В результате проделанной работы, идентифицировали 

белок, названный туфоксином, – специфический мажорный компонент морулярных 

клеток крови. Туфоксин можно отнести к альфа-тирозиназам. Описаны особенности его 

последовательности и спрогнозирована физиологическая функция. 

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 путём 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 [17] ограничиваются описанием события переноса, но не могут 

объяснить его механизм. Недавняя работа, в которой описано участие вирусов в переносе 

генов в геномы эукариот, не предлагает модель интеграции в эукариотическую хромосому 

[18]. В диссертационной работе на примере рустикалина впервые представлены данные, 

которые указывают на роль бактериофагов в качестве векторов переноса генов от 

прокариот к эукариотам. Предложен механизм интеграции бактериофага в 

эукариотическую хромосому за счёт последовательностей, схожих со специфическим 

сайтом рекомбинации.  
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Теоретическое и практическое значение работы  
Подтип Оболочники, к которому относятся асцидии, является ближайшим 

сестринским таксоном по отношению к Позвоночным. Изучая физиологию и 

молекулярную биологию Оболочников, можно проследить появление и развитие тех 

систем, которые подробно описаны для Позвоночных и человека. Оболочники являются 

модельными объектами во многих областях биологии, таких как биология развития, 

иммунология и тканевая совместимость, 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 работе описано два новых белка, которые синтезируются в клетках крови асцидий. 

Функции этих белков не доказаны экспериментально, но для туфоксина можно 

прогнозировать, что он является ферментом фенолоксидазной системы. Роль 

фенолоксидазной системы у человека изучается в связи со злокачественными 

образованиями, такими как меланома [19,20]. В связи с этим описание новой 

фенолоксидазы низших Хордовых важно для развития этой области знаний. 

Новый белок рустикалин содержит два участка, один из которых предположительно 

способен разрушать мембрану бактерий, а второй расщеплять пептидогликаны их 

клеточной стенки. Описание белка, обладающего антимикробными свойствами, важно в 

свете появления новых штаммов патогенных бактерий, обладающих множественной 

резистентностью к стандартным наборам антибиотиков [21]. Обладая иным механизмом 

действия, чем антибиотики, антимикробные белки оказались эффективны в борьбе с 

резистентными патогенами. Один из новых антимикробных агентов разработан на 

основании клаванина - антимикробного пептида асцидии Styela clava [15]. Рустикалин, 

описанный нами для S. rustica может оказаться перспективным агентом для разработки 

новых лекарственных препаратов. 

 

Материалы диссертации используются в курсах лекций для бакалавров и магистров 

Биологического факультета СПбГУ и могут быть использованы в общих и специальных 

курсах лекций биологических факультетов других университетов. 

Апробация работы  
Результаты работы были представлены на 8 российских конференциях – 2-ой 

Студенческой Научной сессии УНБ «Беломорская», VI Молодежной конференции по 

молекулярной и клеточной биологии Института цитологии РАН, Беломорской 

студенческой научной сессии СПбГУ – 2019, Международного Научного форума 

Ломоносов - 2019, VII Съезда Вавиловского общества генетиков и селекционеров 

(ВОГиС), Беломорской студенческой научной сессии СПбГУ – 2020, Международного 

Научного форума Ломоносов - 2020, LifeScience Polytech 2021, а также на 5 

международных конференциях – 49th European Marine Biology Symposium, Marine 

Evolution 2018, Third international conference “Bioinformatics: from Algorithms to 

Applications” (BiATA 2019), International Symposium on Biomedical Engineering and 

Computational Biology (BECB 2021), 13th International Multiconference “Bioinformatics of 

Genome Regulation and Structure/Systems Biology (BGRS/SB-2022). 

Финансовая поддержка работы  
Работа выполнена при поддержке грантов РФФИ №15-04-06008, РНФ №19 74 20102, 

РФФИ №20-34-90077, стипендии Президента РФ. Даугавет М.А - лауреат конкурса 2020 

года на соискание медалей РАН с премиями для молодых ученых России и студентов 

высших учебных заведений России за лучшие научные работы. 

Объем и структура диссертации 
Диссертация состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и 

методов, результатов, обсуждения полученных результатов, выводов и списка 
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литературы, содержащего 253 ссылки на первоисточники. Работа изложена на 135 

страницах, содержит 21 рисунок, 2 таблицы и приложение на 31 странице. 

2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Сбор гемоцитов 
Асцидии Styela rustica Linnaeus (1767) собраны в районе Биологической станции 

Зоологического института РАН на мысе Картеш (Кандалакшский залив, Белое море). 

Перед сбором крови животных очищали от эпибионтов, промывали морской водой и 

обсушивали фильтровальной бумагой. Бритвенным лезвием надрезали стенку тела 

асцидии до мышечного слоя, не повреждая внутренние органы. Тотальную кровь из 

разреза собирали пипеткой и переносили в пробирку с антикоагулирующим раствором 

(АР). Для получения клеточных фракций, кровь с АР в соотношении 1:1 наносили поверх 

градиента плотности перколла c концентрациями 60%, 45% и 35%. Пробирку с 

градиентом центрифугировали, в результате чего фракции клеток крови были 

сконцентрированы на границах контакта перколла разной плотности. Клетки собирали 

бережной аспирацией и промывали в АР. Клеточный состав фракций определяли методом 

фазово-контрастной микроскопии.  

Транскриптом клеток крови 
Клетки крови центрифугировали, супернатант удаляли, а осадок клеток 

замораживали в жидком азоте. Тотальную РНК выделяли набором ExtractRNA (Евроген, 

Россия) с добавлением бета-меркаптоэтанола до 5%, обрабатывали ДНКазой I (Thermo 

Fisher Scientific). 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, UK) и секвенирование проводили в ресурсном 

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

платформе Illumina Hiseq 4000. Транскриптом был собран с помощью программы 

rnaSPAdes v. 3.11.1 92. 

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. Электрофорез проводили в 12 или 

15% геле. Для визуализации белков в геле их окрашивали Кумасси ВВ R-250. 

Получение первичных поликлональных антител 
Для иммунизации использовали полоску геля, содержащую мажорный белок 

морулярных клеток с молекулярной массой 48 кДа. Её гомогенизировали и смешивали с 

полным адъювантом Фрейнда. Полученной смесью иммунизировали морских свинок 

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 (GPαP48Sr) кровь центрифугировали и добавляли 0.01% азид 

натрия, хранили при –20°С. 

Иммуноцитохимическое окрашивание клеток 
Для иммуноцитохимического окрашивания клетки крови S. rustica наносили на 

предметные стекла (Metzel Gläser, SuperFrost® Plus), фиксировали раствором Буэна и 

дегидратировали. Для окрашивания клетки регидратировали, пермеабилизировали с 

использованием 0,4% (v/v) Triton X-100 (Fisher Scientific, Уолтем, Массачусетс, США) и 

блокировали 2% BSA. Клетки инкубировали с первичными поликлональными антителами 

(АТ) к белку массой 48 кДа - GPαP48Sr - в разведении 1:2000. После отмывки клетки 

инкубировали со вторичными АТ, конъюгированными с пероксидазой хрена (RαGP-HRP, 
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Sigma-Aldrich, #A5545) в разведении 1:500. Для визуализации использовали 0,35 мг/мл 

3,3’диаминобензидина (DAB, Sigma-Aldrich, # D5637) и окрашивали гематоксилином. 

Вестерн блот 
Для переноса белков на нитроцеллюлозную мембрану использовали метод 

полусухого переноса (Western blot). Мембрану блокировали 3% BSA и инкубировали с 

раствором первых АТ (GPαp48Sr) в разведении 1:5000. После отмывок мембрану 

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

HRP, Sigma), в разведении 1:20000. Проявление связывания проводилось в растворе 

0,35 мг/мл диаминобензидина (DAB, Sigma). 

Тандемная масспектрометрия 
Полосы белков, соответствующие определенной молекулярной массе, вырезали из 

геля и переваривали трипсином при 37°С (Trypsin Gold, Promega). Триптические 

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). Элюат смешивали с 

раствором матрицы (CHSA, 10 мг/мл) и наносили на мишень MALDI. Образцы 

анализировали с помощью прибора TOF/TOF 5800 System (SCIEX). Программное 

обеспечение Protein Pilot 5.0.1 (SCIEX, Дармштадт, Германия) с алгоритмом Paragon 

использовалось для поиска спектров МС/МС в базе данных белков клеток крови асцидий 

S. rustica. База данных также включала список распространенных контаминантов 

белковых проб. 

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

использовали для обратной транскрипции с помощью набора для синтеза кДНК MINT2 

(Evrogen) в соответствии с инструкциями производителя. Последовательность кДНК 

рустикалина амплифицировали с помощью праймеров, подобранных на основе 

укороченного варианта гена рустикалина (Daugavet et. al., 2019). Последовательность 

кДНК туфоксина амплифицировали с помощью праймеров, подобранных на основе 

транскрипта из транскриптома клеток крови S. rustica. Далее последовательности 

клонировали в вектор pTZ57 r/t и секвенировали по Сэнгеру. 

Флуоресцентная in situ гибридизация 
Для проведения гибридизации использовали синтетические однонитевые ДНК 

зонды, помеченными флуорофором или биотином. Тотальную кровь собирали, как 

описано выше. Капли крови наносили на предметное стекло (Superfrost Plus, Menzel), 

фиксировали 4% PFA и обезвоживали. Для определения типов клеток и их морфологии 

несколько стекол с клетками окрашивали гематоксилином и эозином. Остальные стёкла 

использовали для гибридизации с олигонуклеотидными зондами. Пермеабелизацию 

проводили с помощью 2 мкг/мл протеиназы К (Thermo Scientific) и 0,1% SDS. 

Гибридизацию проводили при 36°С или 37°С в зависимости от последовательности 

зондов. Зонды детектировали за счёт свечения флуорофора или с помощью связывания со 

стрепавидином-Alexa594 (1:500, Life Technologies). Препараты контрастировали 3 мкг/мл 

DAPI и заключали в 80% глицерин. Изображения получали с помощью лазерного 

конфокального микроскопа LEICA TCS SP5 MP. 

Анализ последовательностей 
Предсказанную молекулярную массу и изоэлектрическую точку белковых продуктов 

рассчитывали с помощью программы ProtParam. Сигнальные пептиды были предсказаны 

с помощью Phobius в EMBL-EBI и SignalP. Клеточную локализацию предсказывали с 

помощью SCL-Epred и TargetP. Функциональные домены искали с помощью инструмента 

Conserved Domain NCBI или предсказывали с помощью алгоритма Scooby. Внутренние 
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повторы идентифицировали с помощью алгоритмов REPRO и RADAR. Относительная 

доступность участков полипептида для растворителя была предсказана с помощью 

PaleAle, неупорядоченные области были предсказаны с помощью Disopred3 и SPOT, а 

подвижность белкового остова была предсказана с помощью DynaMine. 

Поиск гомологов 
Поиск гомологов проводили с помощью алгоритмов tBLASTn, BLASTp, HHblits, 

HHpred. Базы данных для поиска: GenBank nr, EST, TSA (представленные в NCBI), а 

также Protein Data Bank, SCOP и Pfam 30.0. Алгоритм поиска отдалённых гомологов 

описан в наших работах (Daugavet et. al., 2020, Borisenko et al., 2022). Для поиска 

последовательностей в специализированных базах данных асцидий использовали веб-

портал Aniseed (https://www.aniseed.cnrs.fr/), транскриптомные базы данных асцидий 

S. canopus, S. plicata, S. clava, предоставленные Alie и соавторами [22] и транскриптом 

клеток крови S. rustica, секвенированный de novo. Множественные выравнивания 

выполняли с помощью инструментов MSAProbs или MAFFT. 

Филогенетический анализ 
Для построения филогенетического дерева использовали метод максимального 

правдоподобия (ML) на веб-сервере IQtree или метод Байеса с помощью пакета программ 

BEAST (v1.10.4). Для подготовки данных, на которых базировался анализ, пользовались 

инструментами HHfilter и GBLOCKs 0.91b, подбор параметров эволюционной модели 

проводили в MEGA-X. Визуализацию деревьев проводили в FigTree (v1.4.4) 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/). 

3 РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1 Новый белок, туфоксин, специфичный для морулярных клеток крови 
Клетки крови асцидии S. rustica разделяли на фракции в градиенте плотности 

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

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

ранее [23]. В частности, фракция I была обогащена гиалиноцитами, фракция II содержала 

гиалиноциты и молодые морулярные клетки, фракции III и IV на 95-97% состояли из 

зрелых морулярных клеток. Локализацию мажорного белка морулярных клеток массой 

48 кДа (р48) и родственных белков в различных типах клеток крови выявляли с помощью 

иммуногистохимического окрашивания клеточных фракций. АТ против p48 S. rustica 

взаимодействовали с морулярными клетками крови S. rustica, тогда как специфического 

взаимодействия с гиалиноцитами не наблюдали (рис. 1, А) (Тылец и др., 2019). Чтобы 

выявить все белки, которые взаимодействуют с АТ к р48, мы провели SDS-электрофорез с 

последующим вестерн-блоттингом. Среди белков морулярных клеток АТ 

взаимодействовали с полосами 48 кДа и 26 кДа (рис. 1, Б, II). Иммунореактивные белки 

вырезали из геля (рис. 1, Б, I, стрелки) для дальнейшего масспектрометрического анализа. 

Тандемная масспектрометрия позволила определить набор коротких пептидов, 

присутствующих в белках массой 48 и 26 кДа. Все пептиды из двух разных белковых 

полос принадлежат одному и тому же транскрипту из клеток крови S. rustica. Поиск 

схожих последовательностей с помощью BLAST в публичных базах данных позволил 

обнаружить лишь белки с уровнем сходства <40%, а те, что имеют большее сходство, 

являются предсказанными. Таким образом, белок р48, его транскрипт и соответствующий 

ген являются новыми последовательностями. Белок назван туфоксин Styela rustica 

(Sru_Tuph). В нуклеотидной последовательности открытой рамки считывания туфоксина 

отсутствует стоп-кодон, вероятно, из-за неполноты транскриптомных данных. Для поиска 

полной открытой рамки мы использовали транскриптом близкого вида S. canopus. Поиск 

http://tree.bio.ed.ac.uk/
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на основе пептидов из полос 48 кДа и 26 кДа идентифицировал один транскрипт 

S. canopus названый Sca_Tuph. Анализ аминокислотной последовательности Sca_Tuph 

показал, что она содержит N-концевой сигнальный пептид (рис. 1, В). 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. 1, В). EGF-

подобные домены содержат консервативные аминокислоты, необходимые для связывания 

кальция. Четыре функциональных домена обнаруживаются в полной последовательности 

открытой рамки считывания. Тем не менее, пептиды, определяемые 

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

двум последним доменам, тромбоспондиновому и тирозиназному. Такое же 

распределение пептидов наблюдается для туфоксина S. rustica. Поэтому мы можем 

говорить о том, что туфоксин S. rustica содержит только тромбоспондиновый и 

тирозиназный домены (рис. 1, В). 

 

 
Рис. 1 Туфоксин асцидии S. rustica. (А) Иммуноцитохимическая окраска клеток крови S. rustica 

антителами к мажорному белку морулярных клеток массой 48 кДа. b, b` - контроль, с, с` - связывание с 

антителами, H – гиалиноциты, Mc – морулярные клетки, масштабный отрезок – 10 мкм. (Б) Электрофорез (I) 

и иммуноблот (II) белков клеток крови и плазмы. H – гиалиноциты, Mc – морулярные клетки, Pl – плазма, M 

– маркер молекулярной массы. Стрелки указывают на иммунореактивные белки с массами 48 и 26 кДа. (В) 

Схема доменной организации белков, предсказанная на основе транскриптов. Sru_Tuph – туфоксин 

S. rustica, Sca_Tuph – туфоксин S. canopus. SP – сигнальный пептид, EGF_CA1 и 2 EGF кальций 

связывающие домены, TSP1 - тромбоспондиновый повтор первого типа, Tyr –тирозиназный домен.  

 

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 основании выравнивания мы подтвердили наличие гистидинов, связывающих медь в 

активном центре фермента (рис. 2, выделено синим). Также присутствует остаток 

цистеина, который по литературным данным образует неканоническую ковалентную 

связь с гистидином (рис. 2, выделено красным). Тирозиназный домен Sru_Tuph содержит 

также консервативные Phe и Asp, характерные для альфа-подтипа тирозиназ [16]. В 
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тирозиназном домене туфоксина наблюдается замена консервативного Gly на Cys в медь-

связывающем сайте B (рис. 2, красный шрифт на желтом фоне). Эта замена также 

присутствует в некоторых других альфа-тирозиназах. Согласно работе Aguilera и 

соавторов [16] все секреторные тирозиназы относятся к альфа-подтипу. С этим 

согласуются полученные нами данные о присутствии секреторного сигнального пептида в 

туфоксине S. canopus. На основе полученных результатов мы предполагаем, что 

туфоксины близки к тирозиназам альфа-подтипа.  

 

 
Рис. 2 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 [16], выделены желтым; цистеин, 

образующий ковалентную связь с гистидином, выделен красным; красным шрифтом на жёлтом фоне 

отмечена замена. 

 

На следующем этапе определяли происхождение кодирующей последовательности 

туфоксинов. Используя последовательность тирозиназного домена Sca_Tuph, обнаружены 

схожие последовательности, принадлежащие Бактериям, Грибам, Кольчатым червям, 

Моллюскам и Оболочникам. Этот набор последовательностей использовали для 

построения филогенетического дерева методом максимального правдоподобия и методом 

Байеса (рис. 3). На рис. 3 показаны значения бутстрэп для всех ветвей и апостериорные 

вероятности для основных ветвей. Топология ветвей в нашем исследовании согласуется с 

топологией альфа-тирозиназ, опубликованной ранее [16]. Последовательности 

туфоксинов и их гомологов у Оболочников наиболее близки к гемоцианинам моллюсков. 

Обе эти белковые группы имеют общего предка 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. 3). Это показывает, что у предка Оболочников произошла 

дупликация гена туфоксина с последующей дивергенцией. 

На филогенетическом дереве можно отметить присутствие других доменов, помимо 

тирозиназного, в полных последовательностях гомологов туфоксина. Этот метод, в 

частности, показывает, что домен тромбоспондиновых повторов первого типа в составе 

одного белка с тирозиназным доменом присутствует только в последовательностях 

Оболочников (рис. 3, зеленые круги). Домен купредоксина, который встречается в составе 

гемоцианинов моллюсков [24], не всегда возможно предсказать в последовательности 

стандартными инструментами. Тем не менее, купредоксин-подобные участки видны при 

множественном выравнивании последовательностей. Присутствие купредоксин-подобной 

последовательности отмечено на дереве синими кругами (рис. 3), такие 

последовательности сосредоточены только в одной из двух ветвей туфоксинов 

Оболочников. Таким образом, вероятно, купредоксин-подобная последовательность 

унаследована от белка, который присутствовал у общего предка моллюсков и 
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Оболочников. При этом наличие тромбоспондиновых повторов первого типа в составе 

альфа-тирозиназы, по-видимому, является адаптацией Оболочников.  

 

 
Рис. 3 Филогенетический анализ последовательностей тирозиназных доменов гомологов туфоксина. 

Репрезентативное филогенетическое дерево, полученное методом максимального правдоподобия (ML). 

Наличие в составе полноразмерных белков тромбоспондинового повтора первого типа (TSP1) отмечено 
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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.  

 

На схеме (рис. 4) изображен доменный состав альфа-тирозиназ, принадлежащих 

разным таксономическим группам, который демонстрирует происхождение туфоксина. 

Происхождение 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 (Daugavet et al., 2022). 

 
Рис. 4 Схема доменного состава альфа-тирозиназ, принадлежащих к разным таксономическим 

группам. TSP1 - тромбоспондиновый повтор первого типа, Tyr - тирозиназа, CuOx - домен семейства 

купредоксинов. 

 

3.2 Новый белок рустикалин, специфичный для гиалиноцитов крови 
В результате разделения клеток крови в градиенте плотности перколла получена 

фракция, обогащённая гиалиноцитами. Белковый состав этой фракции клеток показывает 

наличие мажорного белка массой 23 кДа (рис. 5, А). Масспектрометрия этого белка и 

амплификация кДНК с помощью вырожденных праймеров позволили получить 

укороченный вариант транскрипта, кодирующий этот белок (Daugavet et al., 2019). Далее 

были клонированы ещё два транскрипта, которые на основании сравнения с сиквенсами 

близких видов (S. canopus, S. clava) соответствуют полноразмерным последовательностям. 

Поиск их гомологов в публичных базах данных с помощью алгоритма BLAST позволил 

обнаружить последовательности, принадлежащие низшим Хордовым, одному 

представителю кораллов и примитивному многоклеточному животному 

Trichoplax adhaerens. Однако эти последовательности кодируют только предсказанные 

белки с неизвестными функциями. Поэтому найденный белок считается новым – он 

назван рустикалин. Далее анализ последовательности рустикалина проводили методами 

биоинформатики. 

В аминокислотной последовательности рустикалина можно выделить две части, 

которые, вероятно, являются отдельными структурными доменами. 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 
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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 линкера, соединяющего N- и С-концевые домены. 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 называем цистеин-богатыми 

повторами (рис. 5, Б). 

Специфичность локализации мРНК рустикалина в определённом типе клеток крови 

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

подобранные к кодирующим последовательностям каждого из доменов, показали 

локализацию транскрипта в распластанных клетках, содержащих многочисленные мелкие 

гранулы (рис. 5, В, II). По наличию характерных мелких гранул, по сравнению с 

крупными гранулами морулярных клеток, эти клетки идентифицируются как гиалиноциты 

(рис. 5, В, I). Таким образом, сигнал гибридизации показал экспрессию гена рустикалина 

исключительно в гиалиноцитах крови S. rustica (рис. 5, В, II b). 
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Рис. 5 Рустикалин асцидии S. rustica. (А) Электрофорез белков клеток крови. M – маркер 

молекулярной массы, Т - клетки крови, не разделённые на фракции, H – гиалиноциты, Mc – морулярные 

клетки. Стрелка указывают на мажорный белок гиалиноцитов массой 23 кДа. (Б) Динамика вторичной 

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

(зелёная линия) и соответствующая им схема доменов рустикалина. SP – сигнальный пептид. (В) 

Флуоресцентная гибридизация in situ на клетках крови с зондом к мРНК рустикалина. (I) Гиалиноциты (H) и 

морулярные клетки (Mc), окрашенные гематоксилином и эозином. Стрелки указывают на многочисленные 

мелкие гранулы в цитоплазме гиалиноцитов. (II) Конфокальная микроскопия, показывающая распределение 

транскриптов (b) внутри клеток с мелкими гранулами (a, стрелки). Масштабный отрезок - 10 мкм. 

Гибридизация зонда выявлена с помощью стрептавидина-Alexa594 (красный псевдоцвет), ДНК окрашена 4'-

6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI) (синий псевдоцвет). 

Чтобы определить функцию рустикалина и родственных ему белков, проводили 

анализ каждого из предсказанных доменов в отдельности. Множественное выравнивание 

цистеин-богатых повторов гомологов рустикалина использовали для поиска методом 

HHpred в базах данных Pfam и SCOP. Этот поиск показал сходство с семейством бета-

дефенсинов и с бета-дефенсин-подобной укладкой полипептидной цепи (SCOP g.9.1) 

(рис. 6, A). Известно, что другие представители бета-дефенсинов способны разрушать 

бактериальную клетку за счёт встраивания в её мембрану. Множественное выравнивание 
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С-концевых доменов гомологов рустикалина использовали для поиска в базах данных 

Pfam, SCOP и PDB. Поиск в базе данных Pfam показал достоверное сходство с кланом 

пептидаз_MD (Pfam: CL0170). Большинство белков, принадлежащих к этому клану, 

являются ферментами бактерий, которые разрезают клеточную стенку в процессе роста 

клетки [25]. Это позволяет предположить, что последовательность, кодирующая 

С-концевой домен, может происходить из бактериального генома. Поиск в базе данных 

SCOP показал, что С-концевой домен соответствует вторичной укладке Hedgehog/DD-

peptidase (SCOP d.65.1). В последовательности присутствуют каталитические, субстрат-

связывающие и Zn-связывающие аминокислотные остатки, характерные для 

пептидаз_MD (рис. 6, Б). Таким образом, вероятно, что рустикалин и его гомологи 

обладают пептидазной ферментативной активностью. В то же время мы наблюдаем 

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. 6, Б). Это указывает на возможную роль бактериофага в качестве посредника 

горизонтального переноса кодирующей последовательности С-концевого домена из 

бактериального генома. 

 

 

Рис. 6 Выравнивание последовательности и предсказанной вторичной структуры гомолога 

рустикалина асцидии Botryllus schlosseri. (A) Выравнивание N-концевого домена с бета-дефенсин-подобной 

укладкой клещевого ингибитора карбоксипептидазы (PDB ID 1ZLH). Консервативные остатки цистеина 

выделены черным цветом. Идентичность последовательности составляет 26%. (Б) Выравнивание 

C-концевого домена со вторичной укладкой Hedgehog/DD-pepetidase L-аланил-D-глутаматпептидазы 

бактериофага А500 (PDB ID 2VO9). Аминокислотные остатки, участвующие в связывании цинка, выделены 

красным, каталитический и субстрат-связывающий остатки выделены зеленым и желтым соответственно. 

Идентичность последовательности составляет 21%. ss_dssp — вторичная структура, определенная DSSP, 

обозначена «H» для α-спирали, «E» для β-цепи и «C» для неупорядоченной области. 

 

Исходя из литературных данных, бактериофаг А500 использует 3'-участок гена 

тРНК для встраивания в бактериальный геном [26]. Ген гомолога рустикалина у асцидии 

C. intestinalis (Gene ID: 100185212) содержит семь генов тРНК, расположенных в 5' 

некодирующей области и внутри второго и третьего интрона (рис. 7, А). Третий интрон, 

содержащий гены тРНК, лежит между участками ДНК, кодирующими N-концевой домен 

и С-концевой домен. Поскольку специфический сайт рекомбинации бактериофага А500 

известен, можно сравнить последовательность генов тРНК C. intestinalis и 

последовательность сайта рекомбинации. Выравнивание гена тРНК (Gene ID: 108950108), 

лежащего внутри третьего интрона, с сайтом рекомбинации бактериофага А500 (AttP) 

показало их сходство на 58% (рис. 7, Б). 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 
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вероятную роль бактериофага в качестве посредника горизонтального переноса гена из 

бактериального генома. 

 

Рис. 7 Структура гена гомолога рустикалина асцидии Ciona intestinalis. (A) Положение генов тРНК 

аргинина внутри некодирующих участков гена гомолога рустикалина (Gene ID: 100185212). Один ген тРНК 

расположен в 5` некодирующей области, четыре гена тРНК расположены в области второго интрона и два в 

области третьего интрона. Третий интрон разделяет части гена, кодирующие N и С-концевые домены. (Б) 

Выравнивание сайта рекомбинации бактериофага A500 (AttP) с геном тРНК C. intestinalis (Gene ID: 

108950122), расположенным внутри третьего интрона. Идентичность последовательностей составляет 58%. 

Рустикалин гиалиноцитов асцидий состоит из двух доменов. Кодирующие 

последовательности этих доменов имеют разное происхождение. Участок ДНК, 

кодирующий N-концевой домен, имеет эукариотическое происхождение. Тогда как 

последовательность, кодирующая С-концевой домен, вероятно, имеет прокариотическое 

происхождение и перенесена в геном асцидий в результате встраивания ДНК 

бактериофага (Daugavet et al., 2019). 

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. Результаты электрофореза 

показывают наличие как минимум двух белковых продуктов разной массы. Одно из 

возможных объяснений такого несоответствия - это ограниченный протеолиз исходного 

белка. Ранее было показано, что фенолоксидазы бета-подтипа, характерная для 

Членистоногих, существует в форме профермента и активируется посредством 

ограниченного протеолиза [27]. То же характерно для альфа-тирозиназы растений [28]. У 

Иглокожих, Головохордовых и Оболочников [29] ограниченный протеолиз 

фенолоксидазы in vitro значительно повышал её активность, хотя она также была активна 

без протеолитической активации или за счет спонтанной активации. Расчетная 

молекулярная масса белка на основе полного транскрипта S. canopus составляет 103 кДа. 

Белковые продукты, идентифицированные с помощью SDD-электрофореза, имеют массу 

48 и 26 кДа, и могут представлять собой разные варианты ограниченного протеолиза 

молекулы-предшественника. 

Аминокислотная последовательность на основе полного транскрипта туфоксина 

может содержать четыре функциональных домена. Это два EGF-подобных кальций 

связывающих домена, тромбоспондиновые повторы первого типа и тирозиназный домен. 

Тирозиназный домен всегда присутствует у всех гомологов туфоксина. Поэтому можно 

считать, что именно тирозиназный домен является ключевой функциональной частью 

туфоксина и схожих белков. Наличие тирозиназного домена не обязательно 

свидетельствует о тирозиназной ферментативной активности. Поэтому в отношении 
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туфоксинов возможно использовать только обобщающий термин «фенолоксидазы». 

Фенолоксидазы способны окислять свободные фенолы или фенольные группы в составе 

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

производные [30]. 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. Они также полимеризуются, образуя меланиновые капсулы вокруг 

патогенов или напрямую убивая микроорганизмы [31]. Процесс склеротизации 

задействован при образовании различных твёрдых тканей тела беспозвоночных: биссус 

мидии [32], кутикула насекомых [33] и клюв кальмара [34]. Зная, что морулярные клетки 

дегранулируют в тунике асцидий [35], мы предполагаем, 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, миграцию 

и поддержание формы клеток [36]. Белки с тромбоспондиновыми повторами первого типа 

были описаны ранее для асцидии C. intestinalis. Однако в составе фенолоксидаз 

тромбоспондиновые повторы первого типа обнаружены впервые. Можно предполагать, 

что наличие этого домена может обеспечить 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 повторов первого типа, который может взаимодействовать с другими 

компонентами внеклеточного матрикса. 

Тирозиназы асцидий, описанные ранее, схожи с тирозиназами членистоногих [37] 

или с тирозиназами позвоночных [38]. Однако туфоксин имеет очень низкое сходство с 

этими ферментами. Родственные туфоксину последовательности, обнаруженные с 

помощью алгоритма BLAST, принадлежат асцидиям, а также моллюскам, кольчатым 

червям, грибам и бактериям. Таким образом, наиболее близкие последовательности, 

родственные тирозиназному домену туфоксина, принадлежат моллюскам и кольчатым 

червям. Также последовательность домена тирозиназы туфоксина сохранила предковые 

черты, поскольку алгоритм BLAST находит её достоверное сходство с ферментом 

бактерий. Тирозиназный домен туфоксина имеет ключевые аминокислоты активного 

центра, характерные для тирозиназ альфа-подтипа. Тирозиназные домены туфоксина и его 

гомологов кластеризуются на филогенетическом дереве с тирозиназными доменами 

гемоцианинов моллюсков, которые также относятся к альфа-подтипу. Это объясняет 

отличие туфоксина от тирозиназ асцидий, описанных ранее, которые схожи с ферментами 

членистоногих и позвоночных и относятся к бета и гамма подтипам. 

На основе филогенетического анализа мы видим, что тромбоспондиновые повторы 

первого типа присутствуют только у гомологов туфоксина из ветви Оболочников. 

Тирозиназный домен и тромбоспондиновые повторы первого типа широко 

распространены у эукариот [39], 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. Можно предполагать, что это является 

эволюционным приобретением линии Оболочников. 

4.2 Рустикалин 
Новый белок, рустикалин, специфичен для гиалиноцитов крови асцидий, что 

подтверждается присутствием в этих клетках РНК рустикалина. В морулярных клетках 

такой транскрипт отсутствует. Полноразмерные гомологи рустикалина найдены у других 

представителей Оболочников, у одного представителя кораллов и у примитивного 
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многоклеточного животного T. adhaerens. Последовательность рустикалина и его 

гомологов у других видов исследовали методами биоинформатики. Прогнозирование 

доступности полипептидной цепи для растворителя показало наличие двух структурных 

доменов. N-концевой домен содержит два цистеин-богатых повтора, которые 

демонстрируют сходство с бета-дефенсинами. Бета-дефенсины, описанные в литературе, 

являются антимикробными агентами, которые отвечают за лизис патогенов путем 

разрушения их мембран. С-концевой домен рустикалина и его гомологов 

идентифицирован как член пептидаз клана MD. Максимальное сходство наблюдается с 

ферментом L-аланил-D-глутаматпептидазой, разрезающим пептидогликаны клеточной 

стенки бактерий. Каталитические, субстрат-связывающие и Zn-связывающие 

аминокислотные остатки присутствуют у всех гомологов рустикалина, что позволяет 

предположить, что эти белки могут обладать пептидазной активностью. Другими членами 

пептидаз MD являются ферменты, разрезающие клеточную стенку бактерий [40]. Хотя 

точная функция рустикалина и родственных белков пока неизвестна, можно 

предположить, что N-концевой домен способен встраиваться в мембрану бактериальных 

клеток, а С-концевой домен разрезать слой пептидогликана. Тот факт, что рустикалин 

специфичен для гиалиноцитов, не противоречит его предполагаемой иммунной функции. 

Гиалиноциты или их эквиваленты у других видов асцидий выполняют такие функции, как 

фагоцитоз, синтез цитокинов и высвобождение протеазы при индукции 

липополисахаридами клеточной стенки бактерий [14]. 

С-концевой домен рустикалина и его гомологов демонстрирует достоверное 

сходство с ферментом, характерным для прокариот. Это может быть свидетельством 

происхождения кодирующей последовательности С-концевого домена путём 

горизонтального переноса гена из бактериального генома. Для асцидий горизонтальный 

перенос другого гена от прокариот описан ранее. Это ген целлюлозосинтазы асцидии 

C. intestinalis [41]. Мы наблюдаем значительное сходство С-концевого домена 

рустикалина с L-аланил-D-глутаматпептидазой бактериофага A500. Это предполагает 

возможное участие бактериофага в качестве вектора переноса генетической информации. 

Такое предположение подтверждается анализом последовательностей интронов гомолога 

рустикалина асцидии C. intestinalis. Показано наличие в них коротких участков, сходных 

со специфическим сайтом рекомбинации бактериофага А500 (Daugavet et al., 2019). 

Найденные последовательности не идентичны с известным сайтом рекомбинации. Их 

уровень сходства составляет 58%. Однако учитывая возможный возраст события 

интеграции бактериофага, можно предположить, что бывший сайт интеграции до 

настоящего момента накопил определённое количество мутаций. Таким образом, можно 

предположить, что ген рустикалина образовался в результате слияния двух 

последовательностей: исходно эукариотической, кодирующей цистеин-богатые повторы, 

и исходно бактериальной, которая была встроена в геном Хордовых в результате 

горизонтального переноса. При этом посредником такого переноса послужил 

бактериофаг, который рекомбинировал с эукариотическим геномом за счёт наличия 

последовательности сайта рекомбинации. 

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. 
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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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