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Riassunto

Il sistema del complemento ¢ un componente fondamentale della difesa immunitaria sia per
vertebrati che per invertebrati. Indagare circa le sue origini ed evoluzione ¢ un passaggio
chiave per comprendere come sono cambiate le sue proteine in modo da adattarsi a nuove
condizioni ambientali, cicli vitali o, nel caso dei vertebrati, all’interazione con I’immunita
adattativa. Le proteine responsabili della sua regolazione vengono definite Regolatori del
Complemento, sono sempre piu studiate perché ¢ dimostrato il loro coinvolgimento in
numerosi processi fisiologici e patologici. In Pomacea canaliculata queste indagini possono
essere utili anche per comprendere un eventuale coinvolgimento del sistema del

complemento nei processi definiti “non canonici” come la rigenerazione.

Questo studio ha dimostrato che 1’espressione dei regolatori del complemento in P.
canaliculata & tessuto-specifica, almeno per quanto riguarda emociti e rene posteriore. E
stato inoltre dimostrato quanto I’ipervariabilita di questi sia determinata da fenomeni di
splicing alternativo. E stato poi con successo applicato il modello AI ProstT5 permettendo
la creazione di due dataset contenenti sequenze caratterizzate da un simile significato
biologico a delle gia note proteine regolatrici del complemento di P. canaliculata. L’ analisi
dei dati ottenuti ha individuato che la maggior parte delle sequenze non ¢ identificabile e
non presenta domini noti ai database SMART, gettando le fondamenta per future analisi
circa potenziali proteine regolatrici del complemento con struttura diversa dalle

convenzionali presentanti CCP.



1. Introduzione

Tutti 1 metazoi hanno evoluto dei meccanismi cellulari ed umorali per difendersi dal “non-
self”. Storicamente, il sistema immunitario ¢ stato suddiviso in due: immunita innata ed
immunita adattativa. L’ immunita innata fornisce una difesa aspecifica e rappresenta la prima
forma di difesa che andra ad agire contro 1’organismo patogeno e/o qualsiasi altra molecola
riconosciuta come non appartenente all’ospite, al “self’. L’immunita adattativa invece
rappresenta una seconda linea di difesa, specifica per 1 singoli organismi/molecole

antigeniche (Alberts et al., 2009).

1.1 Immunita innata

L’immunita innata viene detta anche naturale, il nome deriva dal fatto che fornisce
protezione da agenti patogeni senza necessitd di una prima esposizione ad essi. In altre
parole, quando il sistema immunitario innato incontra un antigene non-self, reagira
istantaneamente per isolarlo o rimuoverlo dall'ospite (Kimbrell, 2001). Questa funzione ¢
molto importante dato che la risposta immunitaria adattativa e specifica richiede anche una
settimana per diventare efficace. In generale ci sono tre linee di difesa immunitaria innata
che possono agire: la prima ¢ rappresentata dalle barriere fisiche e chimiche che impediscono
il semplice ingresso di microrganismi all’interno del corpo. Queste barriere comprendono lo
strato di tegumento esterno, le giunzioni strette tra cellule epiteliali, il pH acido nello
stomaco e i componenti degli strati di muco che inibiscono la colonizzazione ed uccidono 1
batteri estranei. La flora simbionte ha un ruolo anche nel proteggere le superfici corporee
dagli invasori, competendo per la stessa nicchia ecologica e limitando cosi la colonizzazione.
La seconda linea di difese innate comprende le risposte intrinseche della cellula, tramite cui
una singola cellula puo riconoscere una cellula bersaglio e rispondere di conseguenza con
misure atte alla fagocitosi o all’attivita citotossica. La maggior parte delle cellule che hanno
internalizzato un batterio tramite fagocitosi indotta da patogeni, per esempio, dirigera
immediatamente il fagosoma a fondersi con un lisosoma, esponendo il microrganismo
invasore agli enzimi digestivi. Un altro meccanismo di difesa intrinseco ¢ la capacita di
cellule ospiti di degradare ’RNA a filamento doppio, che ¢ un intermediario comune nella
replicazione virale; le cellule infette degraderanno anche qualsiasi RNA a singolo filamento
che ha innescato il meccanismo. La terza linea di difese immunitarie dipende da una serie
specializzata di proteine e cellule ad attivita immunitaria (fagociti e cellule citotossiche) che

riconoscono le caratteristiche conservate dei patogeni e si attivano velocemente per aiutare



a distruggere gli invasori. Tra queste troviamo le cellule specializzate degli invertebrati e
neutrofili, macrofagi e cellule natural-killer dei Vertebrati oltra a sistemi molecolari

complessi come il sistema del complemento (Alberts et al., 2009).

1.1.1 Immunita cellulo-mediata

Il riconoscimento di pattern molecolari conservati dei patogeni causa l’attivazione, nei
Vertebrati, dei leucociti: granulociti neutrofili, macrofagi, monociti, cellule dendritiche. Il
loro ruolo principale ¢ quello di immunita cellulo-mediata che include: fagocitosi, lisi della
cellula bersaglio, ed immunomodulazione. Per 1’attivazione di queste cellule vengono
riconosciuti i PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns), si tratta di pattern
molecolari, costituiti ad esempio da zuccheri sulla superficie del microrganismo, che durante
I’evoluzione si sono conservati e quindi permettono all’organismo di individuare la presenza

di un patogeno e generare una risposta aspecifica, ma selettiva (Alberts et al., 2009).

1.1.2 Immunita umorale

La componente umorale della risposta immunitaria innata comprende: il sistema del
complemento, il CAS (Contact Activation System) e le lectine. Il CAS ¢ una cascata di
proteasi plasmatiche che legano la superficie batterica e promuovono coagulazione e
inflammazione, molti componenti di questo sistema inoltre promuovono il taglio proteolitico
di C3 e C5, questo suggerisce un certo livello di collaborazione tra i due sistemi (Shishido,
2012). Molte lectine fanno parte di famiglie di PRR (Pattern Recognition Receptors) che
riconoscono specifici zuccheri sulla superficie delle cellule e quindi diversi patogeni e
ligandi intrinseci come cellule apoptotiche e componenti della matrice extracellulare (Bassi,
2009. Hirschfield, 2003). Queste proteine vengono riconosciute dai macrofagi ed altre
cellule dell’immunita innata facilitando la clearance dei patogeni e dei detriti cellulari

tramite fagocitosi (Shishido, 2012).

1.2 Sistema del complemento

Il sistema del complemento, pur essendo parte dell’immunita umorale innata, ha un ruolo
chiave sia nella risposta immunitaria innata che in quella adattativa (Kohl et al., 2006). E
formato da piu di 50 glicoproteine solubili o di membrana che sono coinvolte in numerose

interazioni proteina-proteina, causando [’assemblaggio ed attivazione di complessi



enzimatici e la generazione di frammenti bioattivi che iniziano svariate risposte cellulari
mediante il legame di recettori del complemento e regolatori. (Ricklin et al., 2010). Il
sistema del complemento contribuisce a numerose funzioni come fagocitosi, lisi cellulare,
inflammazione, solubilizzazione degli immunocomplessi, rimozione delle cellule

apoptotiche e stimolazione della risposta immune umorale (Shmidt, 2000).

Nei vertebrati sono conosciute 3 vie di attivazione: la classica, la via lectinica e la via
alternativa. Tutte comprendono al loro interno una molecola capace di riconoscere e legare
la superficie microbica ed una serina proteasi, che quando attivata, esegue il taglio della
proteina C3 in C3a e C3b. C3 rappresenta l'elemento fondamentale del sistema del
complemento dato che ha la capacita di esercitare un ruolo nell'opsonizzazione mediante
legame di C3b sulla superficie microbica, ma puod anche reclutare gli immunociti sul sito
d'infezione tramite rilascio di C3a ed eventualmente portare alla lisi cellulare tramite

formazione del Complesso di Attacco alla Membrana (MAC) (Song et al., 2000).

Nella via alternativa C3b richiede I’interazione con il fattore B (Bf), una proteasi, per
formare la C3 convertasi che promuove la formazione di C3a e C3b. Il legame di C3b alla
convertasi attivata causa un cambiamento nell’affinita per il substrato del complesso
enzimatico che esegue, nei soli Vertebrati, il taglio di C5 in C5a e C5b che avra un ruolo
iniziale nell’assemblaggio del MAC. La via lectinica inizia con il riconoscimento di zuccheri
su superfici cellulari da parte di lectine come le MBLs (Mannose-Binding Lectins), che
portano all’attivazione di una serina proteasi associata alle MBLs (MASPs) la quale eseguira
il taglio di C3 in C3a e C3b (Wallis, 2007). La via classica, a differenza delle precedenti,
inizia con lo specifico riconoscimento microbico da parte degli anticorpi che interagiranno
con Clq che ¢ associato a due serin-proteasi (Clr e Cls), questa via & esclusiva dei Vertebrati

(Walport, 2001).
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L’attivazione del Sistema del Complemento pud avvenire anche in maniera non canonica
indipendente dalla convertasi. Proteasi del sistema cinina-callicreina, o delle cascate
coagulativa e fibrinolitica, come plasmina e trombina, possono portare al clivaggio di C3,
C5 o del fattore B, generando frammenti che possono assemblare una C3 convertasi
funzionante o partecipare a risposte effettrici downstream (Irmscher et al., 2018. Amara et
al., 2010) . Queste vie convertasi-indipendenti sono coinvolte in meccanismi di
amplificazione dell’attivazione del complemento o agiscono separatamente dalle normali
vie. E necessario specificare che la loro rilevanza fisiologica ¢ dipendente dal contesto e

dovrebbe essere considerata in relazione alle specifiche patologie (Nilsson et al., 2021).

1.2.1 Funzioni non immunitarie del complemento

Con l'avanzare della ricerca sono state evidenziate molte funzioni definite anche “non
canoniche” per il sistema del Complemento tra le quali: controllo nella morfogenesi dei

tessuti, riparazione delle ferite e pruning sinaptico. Come costante, la presenza di molecole



associate al complemento garantisce la prevenzione della risposta autoimmune, ad esempio,
in spermatozoi e durante lo stadio di blastocisti. In particolare, negli spermatozoi, alcune
molecole del Sistema del Complemento aiutano l'interazione oocita-spermatozoo e facilitano
la fecondazione (Harris et al., 2006. Rooney et al., 1996), allo stadio di blastocisti
contribuiscono allo sviluppo della massa cellulare interna e del trofoblasto (Taylor et al.,
1996), durante l'organogenesi (piu specificatamente durante la neurulazione) facilitano la
chiusura del tubo neurale e contribuiscono alla migrazione delle cellule delle creste neurali
(Danny et al., 2016), inoltre partecipano al pruning sinaptico ossia il rimodellamento di
alcune connessioni sinaptiche per la maturazione dei circuiti neurali (Stevens et al., 2007)
mentre nella formazione della placenta sembrano avere un compito di prevenzione contro

eventuali patogeni (Stevens et al., 2007. Faulk et al., 1980.).

E Stato inoltre visto che Clq ed il Fattore H hanno ruoli nella proliferazione di cellule
tumorali, immunosoppressione in ambito di microambiente tumorale, angiogenesi e
progressione neoplastica. L’attivita del complemento a livello intracellulare ¢ inoltre stata
collegata alla regolazione dell’autofagia e della secrezione dell’insulina a livello delle isole

pancreatiche (King et al., 2023).

A livello di organismo adulto le proteine del complemento sono coinvolte in processi vitali
delle cellule andando ad influenzarne proliferazione, differenziazione e collocazione

(Hawksworth et al., 2018).

Sono sempre piu numerose le prove che sottolineano come le proteine del complemento
siano profondamente coinvolte nella regolazione di processi biologici che sono molto
distanti dall’immunosorveglianza e dalla difesa dell’organismo (Mastellos et al., 2013.

Stephan et al., 2012).

1.2.2 Sistema del Complemento negli invertebrati

La prima indagine circa il sistema del complemento a livello di invertebrati aveva portato
all’ipotesi che potesse esservi un complemento primitivo o archeo-complemento auto-
attivato dal “tick-over” di C3 o dal taglio proteolitico da parte di proteasi di patogeni
(Lachmann, 1979). Questo ¢ stato poi confermato da studi seguenti che hanno portato ad
individuare una sequenza parziale C3-simile (Smith et al., 1996), seguita dal rispettivo
cDNA completo (Al-Sharif et al., 1998) la cui espressione ¢ stata localizzata in cellule

correlate all’immunita: 1 celomociti di Strongylocentrotus purpuratus (Clow et al., 2000).



Dalle prime individuazioni di analoghi di C3 in invertebrati numerosi studi hanno poi portato

ad identificarne la presenza nei principali phyla (Peng et al., 2016).

A seguito venne individuato anche un omologo del Fattore B (Smith et al., 1996)
ricostruendone la relativa sequenza di cDNA completa, espressa anch’essa in celomociti
(Terwilliger et al., 2004). Col progredire degli studi I’idea di archeo-complemento si ¢
rivelata corretta ma il concetto ¢ stato modificato ed espanso, aggiungendo una proposta di
ulteriore via la cui attivazione ¢ dipendente da lectine. Questo inoltre presenta un feedback
d’amplificazione del segnale tipico della via alternativa corredato dalle proteine chiave della
via come le proteasi che portano all’attivazione del Fattore B e aumentano 1’attivazione di
C3 (Smith et al., 1999, 2001). Risultano assenti invece le proteine C4 e C5 perché frutto di

una duplicazione genica avvenuta nel clade dei Vertebrati (Franchi, non pubblicato).

1.2.3 Regolatori del complemento

C3 nella sua forma attiva (C3b) espone il sito tioestere che ¢ in grado di legare
covalentemente gruppi idrossilici ed amminici, potenzialmente presenti sulle cellule self, ed
attivare la cascata del complemento. Percio, a livello di vertebrati, le proteine regolatrici del
complemento sono presenti sulla superficie cellulare e nel liquido extracellulare per
proteggere 1’organismo da un attacco autoimmune da parte della cascata del Complemento
(Merle et al., 2015a). Tutte le proteine codificate dal cluster genico dei regolatori del
complemento (RCA) in genomi di mammifero presentano una notevole somiglianza in
struttura e composizione. Sono principalmente costituite da domini denominati Short
Consensus Repeats (SCRs) o domini CCP (Complement Control Proteins) 1 quali presentano
una struttura tridimensionale fortemente conservata tra loro (Krych-Goldberg and Atkinson,
2001). Sono varie le funzioni attribuite a differenti domini CCP di ogni proteina regolatrice,
complemento. Questa organizzazione modulare dei geni permette di codificare per proteine

ibride con diverse serie di domini CCP assolvendo a differenti funzioni (Pouw et al., 2015).

Informazioni circa i regolatori del complemento a livello degli invertebrati sono scarse. La
ricerca di queste proteine nei non mammiferi ed invertebrati ¢ particolarmente complessa a
causa della modularita dei geni che porta ad una semplice riorganizzazione dei domini CCP
e a causa della similarita nella struttura proteica che portano a difficolta nel predire parentele
con sequenze di mammifero. Questo potrebbe essere dovuto alla variabilita della sequenza

insorta nel corso dell’evoluzione originatasi sia tramite: mutazioni puntiformi, duplicazioni



geniche, delezioni e/o riorganizzazione di domini ed esoni, in aggiunta a varianti di splicing
portando a geni che codificano per proteine contenenti domini CCP multipli. Un’ulteriore
problematica, che vale anche per tutte le altre proteine, ¢ rappresentata dal fatto che non ¢
possibile individuare similarita funzionali tra le proteine regolatrici del complemento tramite
discendenza evolutiva o similarita di sequenza. I domini CCP potrebbero variare di numero
all’interno e tra le diverse specie, e possono includere differenze dovute a splicing alternativo

(Smith et al., 2023).

Ad oggi, nei Vertebrati, sono state individuate una serie di proteine con comprovata azione
di regolazione del complemento: Decay Accelerating Factor (DAF), Membrane Cofactor
Protein (MCP), Fattore H (FH) e C4b-Binding Protein (C4BP). Queste hanno una forte
influenza sulla regolazione della localizzazione e deposizione del complemento (Medzhitov
and Janeway, 2002). Data pero la probabile ipervariabilita di questi trascritti, anche nei
Vertebrati, vengono costantemente scoperte sempre piu proteine con azione regolatrice del
complemento caratterizzate dal pattern di domini CCP, tra cui CUB and SUSHI Multiple
Domains 1 (CSMD1) (Escudero-Esparza et al., 2013; Havik et al., 2011; Kraus et al., 2006).
Per questa proteina, in particolare, ¢ stato recentemente dimostrato un ruolo diretto nella
gestione dei processi di eliminazione sinaptica durante lo sviluppo, un dato significativo

verso la conclamata funzione del complemento in ambiti non immunitari (Baum et al., 2024).

1.3 Pomacea canaliculata

Pomacea canaliculata (Pc) ¢ un mollusco gasteropode d’acqua dolce interessante da piu
punti di vista, soprattutto per la sua grande resistenza a condizioni di stress e spiccate
capacita rigenerative nell’organismo adulto (Bever et al., 1988. Accorsi et al., 2017).
L’elevata fecondita e capacita di adattamento di Pc ad un’ampia varieta di ambienti la rende
una delle 100 specie piu invasive secondo I’ISSG (Invasive Species Specialist Group) (View
100 of the world’s worst invasive alien species, 2000). Pc ¢ anche un ospite intermedio del
nematode parassita umano Angiostrongylus cantonensis percio ¢ molto studiata per la sua
eradicazione (Yang et al., 2013). Il sistema immunitario di Pc ¢ composto da una
componente cellulare, gli emociti, ed una componente umorale (Smith et al., 2016).
Attualmente esistono informazioni circa la morfologia (Accorsi et al., 2013. Cueto, 2015) e

la proliferazione (Accorsi, 2014) degli emociti ma sono pochi i dati molecolari.



2. Scopo della tesi

Numerosi studi hanno provato I’importanza del sistema del complemento ed i suoi regolatori
in processi fisiologici immunitari € non, puntualizzando anche quanto alterazioni dei
regolatori possano portare a condizioni patologiche. Con il seguente lavoro 1’obbiettivo ¢
quello di valutare I’ipotesi che I’ipervariabilita dei regolatori del complemento sia dovuta a
splicing alternativo. Disponendo poi delle strutture 3D delle proteine note aventi domini
CCP e con sussidio di un’intelligenza artificiale (Al) cercare di raggruppare le proteine
dedotte dai trascrittomi degli emociti e del rene posteriore di P. canaliculata secondo la loro
struttura tridimensionale costituendo cosi un dataset da poter indagare per individuare nuovi

regolatori potenzialmente composti anche da domini non convenzionali.

10



3. Risultati
3.1 Ipervariablita da splicing alternativi

Sono state individuate all’interno dei trascrittomi di P. canaliculata ottenuti con
sequenziamento Nanopore 11 sequenze putative per Regolatori del Complemento contenenti
CCP, 3 di queste appartenenti al trascrittoma di emociti e le restanti 8 del rene posteriore
(Figura 2) dimostrando che i Regolatori in Pomacea, almeno per i tessuti presi in esame,

risultano essere tessuto-specifici.

Emociti RenePosteriore
ccp < CCP - CCP < CCP - CCP - CCP ~ CCP - CCP ccp - CCP < CCP < CCP - CCP —m
= | - 93838 - b 61253
rb: 108254 ' rb_67904 -
cor |- CCP - CCP | CCP - CCP |- CCP - CCP - CCP = cep) ccP ‘a}‘a}f‘a}
* rb-35066 - " rb_90310
ccp I ccp - ccp W@‘g}
CCP “ )
" rb_8846 - tb_10427
rb_77470°
CCP I CccP I
“rb_91246 tb_38521

Figura 2 Sequenze putative per Regolatori del Complemento individuate dall’analisi BLAST sui rispettivi trascrittomi.

Allineando queste sequenze con il genoma di P. canaliculata depositato in GeneBank sono
riuscito ad individuare due geni specifici all’interno delle regioni SZHN201 Linkage group
LGI10 ASM307304v1 e SZHN201 Linkage group LG2 ASM307304v1. 1 trascritti di interesse
dal rene posteriore risultano generati da splicing alternativo da due geni: PcCPKRCAL1 e
PcPKRCAZ2. In particolare, sono state individuate 5 varianti di splicing dal gene PcPKRCA1
e 3 varianti di splicing dal gene PcCPKRCA?2 (Figura 3). L’analisi dei singoli domini CCP

delle diverse varianti di splicing conferma questa constatazione (Allegato 1).
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Figura 3 Rappresentazione grafica dei geni e splicing.

Nel caso del trascrittoma di emociti non ¢ stato possibile indagare in modo specifico la
presenza di varianti di splicing poiché ¢ stata individuata solo una regione genomica
compatibile con uno dei tre trascritti: SZHN2017 linkage group LG2, ASM307304v1 (Figura

4). Gli altri due trascritti non risultano come splicing alternativo di questa regione genomica.

Start Stop

Figura 4 Unica sequenza individuata dal confronto con i database nel trascrittoma di Emociti

3.2 Analisi 3D da algoritmo Al

L’output del modello ProstT5 ¢ stato rappresentato, dopo accurata riduzione dimensionale
con metodo Umap, in un grafico bidimensionale a dispersione dove ogni punto ¢ assegnato
ad un cluster e la maggior vicinanza tra punti indica una maggiore similarita in termini di
significato biologico (Figura 5). Ho quindi identificato il cluster di appartenenza delle
sequenze con CCP note individuandole nei cluster 407 e 362, questi risultano vicini tra loro

garantendoci un maggior grado di sicurezza nel proseguire con I’analisi.
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P. canaliculata Proteome

el

Figura 5 rappresentazione 2D dei dati ricavati tramite approccio Al. Evidenziati i cluster 407 e 362 contenenti le sequenze
CCP note.

E’ stata quindi eseguita un analisi Blast per verificare I’identita delle sequenze contenute
nei due cluster, seguita poi da un’analisi SMART per determinarne 1’organizzazione in
termini di domini proteici. Questo ci ha portato a costituire un dataset con 14 sequenze
appartenenti al cluster 407 e 36 appartenenti al cluster 362 (Allegato 2). Osservando i dati €
stato individuato che, la maggior parte delle sequenze non restituisce alcun dominio noto
dall’analisi SMART e per una buona parte di queste non ¢ stata possibile I’identificazione

con Blast perché non sono presenti sequenze compatibili all’interno dei database (Tabella
1).

Tabella 1 Analisi del dataset

Cluster 407 Cluster 362
Sequenze identificate | 14 36
“Uncharacterized” | 4 (28.57%) 16 (44.44%)
No domini noti con SMART 7 (50%) 27 (75%)

Avendo ottenuto un riscontro positivo dal primo approccio con il modello Al, sono state
inserite nel trascrittoma delle sequenze umane notoriamente appartenenti ai Regolatori del
Complemento (CFAH, CD55, TNF) che potessero funzionare da controllo interno. Questo
ci ha permesso di costituire un secondo dataset estremamente piu abbondante (Allegato 3).
Analizzando i dati abbiamo individuato che le sequenze note con CCP sono localizzate nei

cluster 231 e 232, estremamente vicine tra di loro, mentre quelle umane in 207, 308 e 374.
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4 Discussione

I regolatori del complemento presentano la caratteristica conservata di essere costituiti da
ripetizioni di domini CCP e la diversa disposizione di questi ultimi determina alterazioni
funzionali (Pouw et al., 2015). E nota la difficolta nell’analisi di sequenze che codificano
per regolatori del complemento soprattutto per il fatto che la tecnologia di sequenziamento
piu utilizzata ad oggi ¢ basata sulla piattaforma Illumina che genera delle reads molto brevi
che necessitano di essere poi assemblate sul genoma per formare cDNA completi. Questa
metodica risulta inefficace per valutare sequenze ipervariabili come appunto le varianti di
splicing (Smith et al.,2023). Il nostro approccio ¢ stato quindi quello di impiegare la
tecnologia di sequenziamento Nanopore (MinlON mkl1) che permette di generare reads molto
piu lunghe che possano essere assemblate facilmente senza 1’ausilio di sequenze genomiche
di riferimento. In questo modo emergono chiaramente i reali trascritti e quindi tutte le
possibili varianti dei diversi geni. Con questo approccio sono stati costituiti due trascrittomi:
il primo da rene posteriore ed il secondo da emociti derivati dallo stesso individuo. Abbiamo
effettuato un’analisi Blast utilizzando come chiave di ricerca delle sequenze da P.
canaliculata contenenti domini CCP e precedentemente individuate nei database pubblici,
questo ci ha portato a identificare una serie di sequenze con un ottimo grado di similarita.
Abbiamo proseguito analizzando le sequenze restituite dall’analisi per individuare quali
potessero codificare per proteine contenenti domini CCP. Per questo sono stati valutati due
approcci differenti: il primo metodo si serviva del software InterPro Scan, uno strumento
bioinformatico capace di identificare domini proteici, famiglie e caratteristiche funzionali
partendo da sequenze nucleotidiche o amminoacidiche tramite confronto della sequenza
indagata con vari database di famiglie proteiche e modelli di domini. Questo metodo si ¢
rilevato estremamente esoso in termini di tempo e risorse computazionali e non ha restituito
dei buoni risultati. Siamo quindi passati al secondo approccio tramite SMART, un database
e strumento bioinformatico in grado di identificare domini proteici e motivi modulari
maggiormente incentrato verso la comprensione funzionale delle proteine prese in analisi,
questo ha restituito 11 sequenze con caratteristiche tipiche dei Regolatori del Complemento

(Figura 2) e si ¢ rivelato il metodo migliore.

Numerosi studi hanno evidenziato la presenza di fenomeni di splicing alternativo in alcune
delle principali proteine regolatrici del complemento a livello di vertebrati (Post et al., 1991,
Russel et al., 1992, Mannes et al., 2020), ma sono poche ad oggi le informazioni circa questo

meccanismo a livello degli invertebrati. Ottenute quindi le sequenze abbiamo mappato
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queste sul genoma pubblicato in NCBI di Pomacea canaliculata descrivendo la
composizione in introni ed esoni dei singoli geni. Quello che ¢ emerso immediatamente ¢
che, almeno per 1 tessuti presi in esame in questo studio, i Regolatori del Complemento di
P. canalicuta risultano essere tessuto-specifici: 3 trascritti unici negli emociti ed 8 nel rene
posteriore. Per quanto riguarda il rene posteriore le sequenze individuate sono risultate
appartenere a due geni distinti: PCPKRCA1 e PcPKRCA2. Analizzando le sequenze e
creando delle rappresentazioni grafiche di questi trascritti abbiamo evidenziato come questi
siano verosimilmente originati da splicing alternativo (Figura 2). A conferma di questo
abbiamo generato un albero che raggruppa le sequenze dei diversi CCP sulla base della loro
similarita evidenziando come gli stessi CCP si possano trovare in alcune delle varianti

trascrizionali sottolineandone la provenienza dal medesimo esone (Allegato 1).

Fino ad oggi, per condurre ricerche di sequenze specifiche su invertebrati, si ¢ sempre
utilizzato I’approccio dell’omologia o dissimilarita di sequenza con trascritti dai Vertebrati.
Per quanto questo metodo si sia rivelato esaustivo in molti settori rimane sempre vincolato
alla ricerca di qualcosa che deve essersi conservato nel corso dell’evoluzione appunto fino
ai Vertebrati ed escludendo la possibilita di trovare qualcosa di nuovo. Oggi si apre una
nuova frontiera di calcolo computazionale con algoritmi che possono andare molto oltre il
semplice confronto di sequenze lineari. Questi nuovi approcci si basano sulla capacita di

machine learning ed Intelligenza Artificiale (Al).

L’intelligenza artificiale ¢ diventata uno strumento essenziale per 1’elaborazione di grandi
quantita di dati. Grazie al machine learning, le Al sono capaci di analizzare in modo molto
rapido dataset complessi portando all’individuazione di pattern ed informazioni che
difficilmente potrebbero essere colte in altro modo (Russell, 2021). L adattamento di queste
tecniche in ambito proteomico tramite sostituzione delle parole con amminoacidi e frasi con
sequenze proteiche ha aperto la strada a nuovi e potenti strumenti bioinformatici per la
modellizzazione di sequenze proteiche detti protein Language Models (pLMs) (Heinzinger
et al., 2019; Chen et al., 2023). Il principale, AlphaFold2, ha reso disponibili le previsioni
delle strutture 3D di piu di 200 milioni di proteine al pubblico. Questo grande database ha
consentito di allenare un metodo denominato ProstT5 che, attribuendo un vettore numerico
di dimensione 512/1024/2048 ad ogni amminoacido, riesce ad attribuirvi un significato
biologico e ricostruire la struttura 3D della sequenza indagata (Heinzinger et al., 2023). Sono
stati quindi uniti ed analizzati i due trascrittomi con il pPLM ProstT5. Sono stati ottenuti una

serie di vettori ciascuno ascrivibile ad una diversa proteina. Sono poi stati rappresentati
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graficamente sfruttando la tecnica Umap (Uniform Manifold Approximation and Projection
for Dimension Reduction) che ha permesso di ridurre I’informazione in un piano
bidimensionale dato che il vettore costituisce un dato di tante dimensioni quanti sono i valori
di cui ¢ formato. E stato ottenuto quindi un grafico a dispersione dove i punti rappresentano
le singole proteine e la loro vicinanza indica un simile significato biologico (Figura 5).
Questo approccio porta ad una perdita sostanziosa di informazioni data la riduzione di
dimensionalita, ma rappresenta comunque il metodo piu idoneo in quanto non ¢ possibile
impiegare la PCA (Principal Component Analysis) visto che disponiamo di vettori con molti
caratteri. I1 metodo ci ha consentito di individuare due cluster dove ricadono le sequenze
note contenenti CCP. Il contenuto ¢ stato analizzato prima con Blast per stabilire 1’identita
delle sequenze e poi con SMART ottenendo un risultato estremamente interessante poiché
vengono raggruppate insieme principalmente proteine con risaputa struttura da Regolatore
del Complemento, ma anche proteine con predizione di similarita ignota o proteine in cui
non si riescono a riconoscere domini proteici. Non va dimenticato che il riconoscimento di
un dominio specifico € possibile solo nel caso in cui quel dominio sia stato registrato e gli
sia stata data una sequenza consenso nei diversi database. L’assenza di dominio, quindi, puo
significare una porzione di proteina di collegamento, senza funzione specifica o la presenza
di una proteina la cui funzione ¢ effettivamente ignota. E quest’ultima ipotesi che rende
interessante il nostro dato allargando la possibile indagine non solo a proteine con domini
CCP, ma anche ad altre sequenze. Chiaramente solo studi futuri potranno far luce se queste
proteine ignote e se queste abbiano effettivamente un ruolo nella regolazione del
Complemento, ma risulta quanto mai interessante riuscire a poter ipotizzare una funzione
per gruppi di proteine che non hanno alcuna collocazione funzionale nei database.
In seguito, a scopo di controllo, ¢ stata eseguita nuovamente ’analisi utilizzando lo stesso
trascrittoma ma con 1’aggiunta di sequenze umane che fanno riferimento a regolatori del
complemento noti (CFAH, CD55, TNF) in modo da valutare come venisse influenzata la
clusterizzazione. Analizzando I’output ¢ stato visto che le sequenze di pomacea hanno
mantenuto la clusterizzazione indipendente da quelle umane, questo ¢ con molta probabilita
dovuto alla marcata differenza delle proteine tra invertebrati e vertebrati. Inoltre, andando
ad analizzare il contenuto dei singoli cluster si riscontrano parecchie somiglianze strutturali
tra le sequenze comprese nei singoli raggruppamenti a rafforzare 1’efficacia del metodo
d’indagine. Questa seconda analisi ha in ogni caso permesso di ottenere un altro abbondante
dataset, contenente molte sequenze “Uncharacterized” e con previsione dei domini ignota

(Allegato 3), che si presta ad ulteriori e piu approfondite future analisi.
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5 Conclusioni

Lo studio ha individuato 11 sequenze che potrebbero essere dei regolatori del complemento
in P. canaliculata. Questi, almeno per 1 tessuti presi in analisi, hanno un’espressione tessuto-
specifica e che la loro ipervariabilita ¢ definita da fenomeni di splicing alternativo a partire

da, almeno, 3 geni distinti.

Lo studio con Al, tramite applicazione del pLM ProstT5, ha portato alla generazione di due
dataset molto popolati. Questi sono un importante risultato nell’ambito dello studio di
regolatori del complemento in invertebrati data la scarsita di informazioni e dati a riguardo.
Si tratta quindi di uno studio preliminare che ha gettato le basi per I’indagine dei regolatori

del complemento in P. canaliculata.
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6 Materiali e metodi

6.1 Animali

Le specie di P.canaliculata sono state acquistate da T.A.F. Trans Aquarium Fish S.r.l.

(Torino, Italia) e mantenute in acquari riempiti d’acqua areata a 23.1°C. Organismi

adulti ed attivi nella riproduzione (diametro della conchiglia 35-55 mm) sono stati

mantenuti in un acquario separato. Gli animali sono stati nutriti ad libitum con verdure

e frutta. Il 10-20% del contenuto dell’acquario e stato regolarmente sostituito. Il

benessere degli animali e stato accertato dalla continua valutazione della riproduzione

in acquario. Per i prelievi di campioni gli animali sono stati lasciati in una vasca

separata per 24 ore prima di proseguire al prelievo.

6.2 Software e Strumenti bioinformatici

Blast

Allineamento

sequenze.

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

InterPro

Scan

Caratterizzazione
funzionale di
sequenze proteiche e

nucleotidiche.

https://www.ebi.ac.uk/interpro/about/interproscan/

SMART

Identificazione ed
annotazione di

domini proteici

https://smart.embl.de/

MEGA

Suite di strumenti
per I’analisi di
sequenze proteiche e

nucleotidiche

https://www.megasoftware.net/
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ebi.ac.uk/interpro/about/interproscan/
https://smart.embl.de/
https://www.megasoftware.net/

ProstT5

pLM capace di
tradurre tra sequenza
amminoacidica e

struttura proteica

https://github.com/mheinzinger/ProstT5

Umap

Tecnica di riduzione
dimensionale dei

dati

https://umap-learn.readthedocs.io/en/latest/

Dorado

Basecaller ufficiale

di Nanopore

https://github.com/nanoporetech/dorado

Pychopper

Strumento capace di
identificare,
orientare e tagliare

le reads cDNA.

https://github.com/epi2me-labs/pychopper

RNAbloom

Assemblatore

trascrittomico

https://github.com/bcgsc/RNA-Bloom
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https://umap-learn.readthedocs.io/en/latest/
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https://github.com/bcgsc/RNA-Bloom

Allegati

Allegato 1 Rappresentazione grafica della similarita di sequenza dei domini CCP individuati

PcEmo rb 108254 CCP1

| PcPKrb 93838 CCP5

| PcPKrb 61253 CCP5
PcPKrb 35066 CCP5
| PcPKrb 93838 CCP6

' PcPK rb 35066 CCP6
PcEmo rb 67904 CCP2

| PcPK rb 93838 CCP4

| PcPKrb 61253 CCP4
PcPKrb 35066 CCP4
| PcPK rb 8846 CCP1

' PcPK rb 38521 CCP1
PcPK rb 91246 CCP1

PcEmo rb 67904 CCP3

PcPKrb 61253 CCP1

| PcPKrb 93838 CCP1
|

PcPK rb 35066 CCP1

PcEmo rb 67904 CCP4

PcEmo rb 67904 CCP1
PcEmo rb 77470 CCP1

| PcPK rb 93838 CCP2

PcPKrb 61253 CCP2
| PcPKrb 35066 CCP2
PcPKrb 93838 CCP8
‘ PcPKrb 35066 CCP8

‘ PcPK rb 90310 CCP2
PcPK rb 10427 CCP2

PcPKrb 93838 CCP3
—{ PcPKrb 61253 CCP3
PcPK rb 35066 CCP3

PcPKrb 93838 CCP7
’-| PcPK rb 35066 CCP7

[ PcPKrb 90310 CCP1
PcPKrb 10427 CCP1
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Allegato 2 Dataset analisi Al senza sequenze umane

CQluster402 Query Sequence Query SMART Analysis Best Hit Description Best Hit Sequence
PomcanEVm00270&1  MAVWILWILOGVALF nectin-1 precursor [Rattus norvegicus] MARVIGLAGAAGRMW I €€
PomcanEVm00156741  MARGLVTAVGIALITC I uncharacterized protein LOC112568583[Pomacea canaliculata] MARGLVTAVGIALITCH
PomcanEVm0013521 MSKLIGLRVLLFFRAT e 1 limbic s/stem-associated membrane protein isoform 1 preproprotein [Homo sapiensMVRR/QPDRKQLPLVL € € €1
PomcanEVmM001062t1  GSKLIFSSNRGYRLD eeececen sushi, von Wilebrand factor type A, EGF and pentraxin domain-containing protein 1 MWPRAFCONGLALY
PomcanEVm01987%1 MPYDDGV\SVDDVR® low-density lipoprotein receptor-related protein 18 precursor [Mus musaulus] MSQLLIAILTLSGLLPN
PomcanEVmO0137641 MRWLLCLAYFFACLL DUF1553 domain-containing protein [Aporhodopirellula aestuarii] MHRSLIALVVWLAFG\
PomcanEVm0035501 MCKASNSYTEHRGP ©€ 1 hemicentin-2 precursor [Mus musculus] MTPGAQLLPLLVAISTA
PomcanEVm00148G1 MFLIACHRTLAIFMIS 1 uncharacterized protein LOC11256858 lisoform X1[Pomacea canaliculata] MATSPDSLPSTNILIWE
PomcanEVm00465&1 MPRVFAVAVITSESL g Ig-like domain-containing protein [Priestia flexa] MPYINRFLGNANGAIT
PomcanEVm00597G1  MHQISPDIVINTEVI nuclear pore membrane glycoprotein 210-like [Fomacea canaliculata] MLSSLKDVAYKGVTPS ‘
PomcanEVmO04249%1  MVDTIVIIDNHKCFTI uncharacterized protein LOC112571911[Pomacea canaliculata] MSTCGQHLYKQTKTM
PomcanEVm0015311  METWKSVLLCTVYVHI 1 uncharacterized protein LOC112568136isoform X2[Pomacea canaliculata] MBOKSVLVCTWWWHLLF
PomcanEVm000801t1 MRSITVIGWMGCY - ¢#¢€ I adhesion G protein-coupled receptor B2 precursor [Rattus norvegicus] MTPACR.LISVILSLRLA o
PomcanEVm0142581 MVONAIGTCENNTC teneurin-3 isoform 1 [Homo sapiens] MDVKERRPYCSLTKSR

Cluster 362 Query Sequence Query SMART Analysis Best Hit Description Best Hit Sequence
PomcanEVm0071521 MTPRSRRRSTILSSS heat shock-related 70 kDaprotein 2 [Rattus norvegicus] MSARGPAIGIDLGT TYS
PomcanEVm07273%1 MRPEVLRVGMKLIF ~ GTP-binding protein 1 [Mus musaulus] MAAERSRSP\DSP\PA
PomcanEVm01988711 MFESANIPGLYIAVQA actin-related protein 3Cisoform a precursor [Homo sapiens] MFESANVPGLYIAVQA -
PomcanEVmO0477901 MNRFLGKAVVAVQR E3 ubiquitin-protein ligase HECW2-like [Pomacea canaliculata] MVKAKMS RENSDYSSI
PomcanEVmM0074921 MSHRALRCVADVTIH o spermatogenesisassociated 6-like protein [Rattus norvegicus] MPLEVV\ALQIRAISCP y
PomcanEVm00790&1  MTAKLYKIPLFVAKIL o benzoate transporter [Chloroflexus aurantiacus] MNRPIPRALLSTLAVILL '
PomcanEVm0040141  MLRWARHVPYRKS - hypothetical protein C0Q70_17910[Pomacea canaliculata] MDWESSSOCEYTETKV - -
PomcanEVm00525&1 MRYNPTAPDVGVFD - uncharacterized protein PB18E9.04c-like isoform X2 [Pomacea canaliculata] MBEWKGGELRPAVYNI
PomcanEVm0109541 MRFSVMITLLFAVAF — ~ hypothetical protein 14U23_029159[Adinetavagd] MRSLWVMLLGFTMWN -~
PomcanEVmM01802t1 MSASRPPYTPETLFTS 1 hypothetical protein SARC 06627 [Sphaeroforma arctica JP610] MKWAALIVLVFGSCIS
PomcanEVm0081821 MARASECALVPWWI® T~ fibronectin type Il domain-containing protein [Aquisphaera giovannonii] MEDLEPRLVMSAGVLT
PomcanEVm01676&1 MPEHQEAKIYTAEKIL E3 SUMO-protein ligase CBX4 [Mus musaulus] MELPAVGEHVFAVESIE "
PomcanEVm00494&1  MPGILSSLINGLWM 1 uncharacterized protein LOC112559808isoform X1[Pomacea canaliculata] MPGILSSLIKGLWMRF 1
PomcanEVm0049501 MPGILSSLINGLWM -1 uncharacterized protein LOC112559808isoform X1[Pomacea canaliculata] MPGILSSLLKGLWMRF 1
PomcanEVm0041521 MMKISVFLLLVFTEMY -4 uncharacterized protein LOC112559049isoform X1[Pomacea canaliculata] MMKISVFLLLVFTEVLC -1
PomcanEVm0242131 MKRSPEEEPREPFE hypothetical protein QJQ45_000725[Haematococcus lacustris] MSPESVQVIHVDALWT -
PomcanEVm00446&1 MVLYLGLPDKKRTGI T 1~ hypothetical protein CDQ70_06994[Pomacea canaliculata] MQGILASVSESVAIAVE "™
PomcanEVm0053931 DORNVWANCHNLIT! 1 uncharacterized protein LOC112568838isoform X1 [Fomacea canaliculata] MRGUITVTGVMLITVC 8¢
PomcanEVmMO00736@1 KT TRRNLTYPPHKPF I uncharacterized protein LOC112568756isoform X2[Pomacea canaliculata] MLTVPKVTRADNGTVF I
PomcanEVm011452t1 MAKRKKGAGGGGAL uncharacterized protein LOC112574796[Pomacea canaliculata] MVKRKKGAGGGAEDE
PomcanEVm00835&1 MPKECAAPDOQEKG THAP domain-containing protein 6 [Rattus norvegicus] MVKCGSAIGCASROLP
PomcanEVm0050071 MSPVRHPGLTSALVG  — F uncharacterized protein LOC112569258[Fomacea canaliculatal MSPVOLPGLTSALVOLL
PomcanEVm00461@1 MEANYFMFTLGLFL ~ uncharacterized protein LOC112571572[Fomacea canaliculata] MEANYFMFTLGLAL b -
PomcanEVm011292t1  MQFFKRSDPPEDLY ' leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains protein 2 isoform X1 [Pomac MKTYVTLTALILGFMW
PomcanEVm013203t1  MIAMKAEKCIsER P = 1 uncharacterized protein LOC11 6 isoform X 1[Pomacea canaliculata] MAAKATVQCFDLASAS 1
PomcanEVm005707%1  TYISPQSVCLPAPWR L uncharacterized protein LOC11256844 7[Fomacea canaliculata] MARDPKEASKQRKE R( 1
PomcanEVm0173231 MESFYRFLALLITA | pituitary tumor-transforming gene 1 protein-interacting protein precursor [Mus mus MAPANLGLTPHWAMLE T
PomcanEVm00937&1 MGONFQCDNSLTM 1~ uncharacterized protein LOC112568712[Pomacea canaliculata] MGONFQCODSSLKMNE 1
PomcanEVm0086141  MPFGIKPIC\SOKVTS” - GATA zinc finger domain-containing protein 1 [Homo sapiens] MPLGLKPTCSVCKTTS
PomcanEVmO0058521 MAWCLLIMLLLIVST b uncharacterized protein LOC11257 1063isoform X3[Pomacea canaliculata] MAWCLLIVLLLLISTA# I
PomcanEVm00838&1 METLRNMLLRAPYKI uncharacterized protein LOC112575090isoform X1[Pomacea canaliculata] MGGNKVGVSSAWHTL
PomcanEVm0054141 MGNKRTS\IACIGFIF' 1 uncharacterized protein LOC11256864 1[Pomacea canaliculata] MKLRPQTLAKPFDDQM I
PomcanEVm0054561 MSHKSSGETCADLE ~ F hypothetical protein C0Q70_12045[Pomacea canaliculata] MTHVEFAGYKDGDTV 111
PomcanEVm00575a1 MRREELLLMVTY — 1- uncharacterized protein LOC112573282isoform X1 [Pomacea canaliculata] MREREELLLMWTVC T
PomcanEVm0043831 MAQRTWQGFQTLTL™ mucin-5B precursor [Homo sapiens] MGAPSACRTLVLALAA
PomcanEVm0091211  MGRVCVWGOGFLN ~ hypothetical protein C0Q70_20392[Pomacea canaliculata] MPRWVSPKSIKFEMPS
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Allegato 3 Dataset analisi Al con sequenze umane di controllo

231

PomcanEVm003674t1
PomcanEVmO004126t1
PomcanEVm011850t1
PomcanEVm014616t1
PomcanEVm007152t1
PomcanEVm011469t1
PomcanEVm006347t1
PomcanEVm019887t1
PomcanEVm007400t1
PomcanEVm047790t1
PomcanEVmO019480t1
PomcanEVm007492t1
PomcanEVm004919t1
PomcanEVm039645t1
PomcanEVm006636t1
PomcanEVm014478t1
PomcanEVm040049t1
PomcanEVm004014t1
PomcanEVm021805t1
PomcanEVm009909t1
PomcanEVm017524t1
PomcanEVm014394t1
PomcanEVm023698t1
PomcanEVm031199t1
PomcanEVm015491t1
PomcanEVm017214t1
PomcanEVm005258t1
PomcanEVm007657t1
PomcanEVm010954t1
PomcanEVm017024t1
PomcanEVm018021t1
PomcanEVm008182t1
PomcanEVm016768t1
PomcanEVm008607t1
PomcanEVm004949t1
PomcanEVm004546t1
PomcanEVm011618t1
PomcanEVm023468t1
PomcanEVm004950t1
PomcanEVmO006842t1
PomcanEVm022933t1
PomcanEVmO005462t1
PomcanEVm006020t1
PomcanEVmO004152t1
PomcanEVm024213t1
PomcanEVmO032766t1
PomcanEVm020166t1
PomcanEVmO010999t1
PomcanEVm004468t1
PomcanEVm012455t1
PomcanEVmO005393t1
PomcanEVm006351t1
PomcanEVmO008013t1
PomcanEVm007369t1
PomcanEVmO011452t1
PomcanEVm008358t1
PomcanEVm005795t1
PomcanEVm005007t1
PomcanEVm004616t1
PomcanEVmO008828t1
PomcanEVm011292t1
PomcanEVmO017685t1
PomcanEVm019110t1
PomcanEVmO013203t1
PomcanEVm007115t1
PomcanEVmO006758t1
PomcanEVm024271t1
PomcanEVm013885t1
PomcanEVmO004501t1
PomcanEVm015067t1

MNENTSTGSITGTEC
MENDTNAVWNIPG €1
mvknspwicemLLLl |

MVLSLRSPDVCLCG €~ -

MTPRSRRRTSTTLSS "
mssviFvTIDWLIKVIE
MEQGTTFKIVVMSN ™
MFESFNIPGLYIAVQ  —
METLANLTPTDIENC
MNRFLGKAVVAVQI
mLsFDLHKLTCILML
MSRRALRCVADVTI
MGDAATCCTVETPC
MGQWGEWSACSTs*

SMART Analysis

MNSFEHSTRELCLL/ '_I ;

MMTKLLFLLLTVWVC F
SLSILFLRHFIPRSRT |1
MLRVWARHVPYRK!
MKEKSFFCVPFFTIK
MADIQNFLKELKSQ
MELDEEDERKEDLL/
MVNEEVGTAEIDINT ~
MRKFVLTVVIFLSICA
GAYYNLPRODLKTIL 1
MVLFINVYVGQRVE *
MEGVAAQsDSDPEI I
MRYNPTAPDVGVFI
MVVVCSVSEREKIRR
MRFSLVVLITLLFAV/
MPPLRQIPDSIKALS
MsASRPPYTPETLFT 1
MARASECALVFVWI= T~
MPEHQEAKIYTAEKI "~
MLEDEEDTTACEVC °
MPGILSSLLNGLWN
MTEGVDTDDILNVS ~
MVATRVRLIDALVL/ ¥
MGTFIQFNKITGNP
MPGILSSLLNGLWN

MIRTENGFQLsLFwi b 1

MAKTLFLPYFsvLTTH F
MTEYCTVFFTWEID
MTWREGHRIVDMC
MMKISVFLLLVFTEN
MKRSPEEEVPREPPE"
MMFVGDMCNKKRL! 1
IEYYEEVIRDIHYYHN T~

MEIMKITVLRGIVFIVE 1
MVLYLGLPDKKRTGE 1 -

MKQIGRSQMLLVLV"
DCRNVWQNCHNLI !
MNCSLQATSSGHEI

MGDKVRAALVTLMI T

KTTRRLNLTYPPPKP. 1
MAKRKKGAGGGGA'

MPKECAAPDCQEK( ™
MAHWSQWFNLDD ~ -

MSPVRHPGLTSALY  ~ 1~

MEANYFIVLFTLGLF ~ !

MKPGLLKMAGVRD! L

MaFFkrsppPcLDL < 1.
LKPPTRWSARCTIQS
MEDDVVTAARRRIN! 1
MIAMKAEKCISEIRLE ™ ¥

MWGKDDGQSNGTI 1

MRHWLVIAIWCY T
mvpsvrLMLMLAW T
mTLsTssLLTLYMLA *
MTDNNEGNLAGRR ~

MPSTTSLCASATAV

Best Hit Description B Hit Sequenc
uncharacterized protein LOC112574294 [Pomacea canaliculata] SRQHNSYLKDNLDI
uncharacterized protein LOC112558992 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025( MENDTNAVWNIPG € 1
uncharacterized protein LOC112559493 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025( MVKNSPWICCMLLL b
LQTDDFVSSAQVSA G“, =
PKIQKLLSDFFDGKK
mssviFvTioweikie b

hypothetical protein BaRGS_00003034 [Batillaria attramentaria]
hsp70-like protein [Diaporthaceae sp. PMI_573]

uncharacterized protein LOC112559256 isoform X1 [Pomacea canaliculata]

prolyl oljj idase (S09 family) [Schi i] MFETFNIPGLYIAVQ !
unnamed protein product [Rotaria sordida] >emb| CAF3688405.1| unnamed p MEKLANLTQNDINN
hypothetical protein C0Q70_10123 [Pomacea canaliculata) MNRFLGKAVVAVQR |

MLSFDLHKLTCILML 3

uncharacterized protein LOC112568809 [Pomacea canaliculata]
spermatogenesis-associated protein 6-like isoform X3 [Pomacea canaliculata] MSRRALRCVADVTI

uncharacterized protein LOC112576411 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025: MGDAATCCTVETPC

thrombx T

bacteriun VGPWSPWSACDTS ¢
uncharacterized protein LOC112569225 isoform X3 [Pomacea canaliculata] MNSLGHSARELCLL . . '_' =
unnamed protein product [Rotaria sp. Sitwood1] >emb | CAF3540664.1| unnar KVFFIFFATVFLPICT- I
TISILFFGRIIPSYSPR I
LNYTLVPWRRNDSL -
KNKPILCIPYFTIKHY |

ondin type-1d protein [Chiti

unnamed protein product [Adineta ricciae]
hypothetical protein C0Q70_17910 [Pomacea canaliculata]

unnamed protein product [Rotaria sp. Sitwood2]

hypothetical protein 14U23_026529 [Adineta vaga] SRSPIRRSSPVPNEN ™
MYCBP-associated protein-like isoform X1 [Pomacea canaliculata) MELDEEDERKEDLLA®
unnamed protein product [Moneuplotes crassus] FSNDEVGSTQLDINT | ~

unnamed protein product [Adineta steineri] knviLvvivriacrsty HF
unnamed protein product [Rotaria sp. Sitwood1] >emb | CAF1653488.1| unnar LKSILPLISQRSNCY !

hypothetical protein C0Q70_20847 [Pomacea canaliculata) MVLFINVYVGQRVEV ™
uncharacterized protein LOC112573858 [Pomacea canaliculata] MEGVAAQSDSDPEH I
hypothetical protein C0Q70_05358 [Pomacea canaliculata] MRYNPTTPDVGVFD

uncharacterized protein LOC112569182 [Pomacea canaliculata) >ref| XP_025: L CLGVLFLWLMPLA !
hypothetical protein 14U23_029159 [Adineta vaga] MRLSLVVL-- !

LEM domain-containing protein 1-like [Pomacea canaliculata] MPPLRQIPDSIKALS 1
hypothetical protein SARC_06627 [Sphaeroforma arctica JP610] >gb |KNC810: PPYTHSVIFQAPCFIS |
uncharacterized protein LOC112567540 [Pomacea canaliculata] MARASECALVFVVV =1
unnamed protein product [Rotaria socialis] >emb | CAF3247914.1| unnamed p MPDDKEAPVYTAEKI .~
PHD and RING finger domain-containing protein 1-like [Pomacea canaliculata] MLEDEEDTTACEVC . <
MPGILSSLLKGLWM w2l
mrevvoropiLnen . L E
MMATRVRLIDALVLA . ¥~

uncharacterized protein LOC112559808 isoform X1 [Pomacea canaliculata]
uncharacterized protein LOC112574827 [Pomacea canaliculata]

uncharacterized protein LOC112559070 isoform X3 [Pomacea canaliculata]

uncharacterized protein LOC112559808 isoform X1 [Pomacea canaliculata] MPGILSSLLKGLWM -~
uncharacterized protein LOC112567779 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025: MRSGSFSCDSATGY 1
transmembrane protein 9-like [Pomacea canaliculata] QASFEDVRCKCVCP I
uncharacterized protein LOC112564904 isoform X1 [Pomacea canaliculata] >¢ MTEYCTVFFTWEIDS

zinc finger protein 62 homolog [Pomacea canaliculata] MTWREGHRIVDMC ! "
uncharacterized protein LOC112559049 isoform X1 [Pomacea canaliculata] >r MMKISVFLLLVFTEIV 3 '
hypothetical protein QJQ45_000725 [Haematococcus lacustris] LSKEDDVRKYVNTYR!

uncharacterized protein LOC112553726 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025( MMFVGDMCNKKRL I '
IEYYEEVIRDIHYYHN i
MCHEASSNMSRCC -~
ALGADFQIEKLHASK ¥
MNQIGRSQMLLVLV el
FFVRRRRAAQTKTSE
FTCANPGKDPLDIYF !
MGDKVRAALVTLMF = . V.
KTTLRUNLTYPPPRPP. 1
RVKVYLHAVTNDEA |
MPKECAAPDCQEKG. ™. . .
uncharacterized protein LOC112572815 [Pomacea canaliculata) MAHWSQWFNLDDP F
uncharacterized protein LOC112569258 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025: MSPVCLPGLTSALV

LOW QUALITY PROTEIN: uncharacterized protein LOC112571572 [Pomacea cz MEANYFIVLFTLGLFL 1
SLTFHIEGNKTSFTFP |

LOW QUALITY PROTEIN: calsyntenin-1-like [Pomacea canaliculata]
hypothetical protein C0Q70_08092 [Pomacea canaliculata]

hypothetical protein C0Q70_06994 [Pomacea canaliculata]

delta-like protein A [Pomacea canaliculata]

uncharacterized protein LOC112568838 isoform X1 [Pomacea canaliculata]
uncharacterized protein LOC112567783 [Pomacea canaliculata)]
uncharacterized protein LOC112575946 isoform X2 [Pomacea canaliculata]
uncharacterized protein LOC112568756 isoform X2 [Pomacea canaliculata]
uncharacterized protein LOC112574796 [Pomacea canaliculata]

uncharacterized protein LOC112554666 isoform X1 [Pomacea canaliculata]

hypothetical protein C0Q70_12470 [Pomacea canaliculata]
leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains protein 2 isoform X1 [P« FSRSDPPCLDLYTTT “1 7
REGKAVHQVWPKA
meDDVVTAARRRIM ¥
uncharacterized protein LOC112556833 isoform X1 [Pomacea canaliculata AKATVQCPDLASAS .~ I R
MWGKDDGQSNGTF
MRHWLVIAIVVCCY k.
uncharacterized protein LOC112570348 [Pomacea canaliculata] vwpTHGRPSCPPG .
uncharacterized protein LOC112560378 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025( VMLAIVTSPSLAAEQ I
srRQHNsyLkDNLDL - T

tumornecrosis factor receptor superfamily member 13B-like [Pomacea canalic MPSTTSLCASATAVV ',

hypothetical protein C0Q70_10661 [Pomacea canaliculata]
uncharacterized protein LOC112558065 [Pomacea canaliculata]

uncharacterized protein LOC112568994 isoform X3 [Pomacea canaliculata]

uncharacterized protein LOC112569162 isoform X2 [Pomacea canaliculata]

uncharacterized protein LOC112574294 [Pomacea canaliculata)]
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PomcanEVm017567t1
PomcanEVm012801t1
PomcanEVm019471t1
PomcanEVm004276t1
PomcanEVm008585t1
PomcanEVm022529t1
PomcanEVm023372t1
PomcanEVm005707t1
PomcanEVm007462t1
PomcanEVm017325t1
PomcanEVm009378t1
PomcanEVmO005857t1
PomcanEVm013965t1
PomcanEVm008388t1
PomcanEVm005414t1
PomcanEVm005456t1
PomcanEVm023124t1
PomcanEVm005750t1
PomcanEVm004383t1
PomcanEVm009121t1
PomcanEVm005317t1

232

PomcanEVm012876t1
PomcanEVmO018504t1
PomcanEVm006247t1
PomcanEVm017937t1
PomcanEVmO012429t1
PomcanEVmO053562t1
PomcanEVm028252t1
PomcanEVm012884t1
PomcanEVm009527t1
PomcanEVm007909t1
PomcanEVm041492t1
PomcanEVm014764t1
PomcanEVm028451t1
PomcanEVmO015814t1
PomcanEVm005389t1
PomcanEVm028833t1
PomcanEVm016953t1
PomcanEVm004866t1
PomcanEVm008463t1
PomcanEVm026073t1
PomcanEVmO009960t1
PomcanEVm004469t1
PomcanEVm012981t1
PomcanEVmO013006t1
PomcanEVmO021264t1
PomcanEVm016062t1
PomcanEVm013711t1
PomcanEVm009221t1
PomcanEVmO035510t1
PomcanEVm024833t1
PomcanEVmO015607t1
PomcanEVm012140t1
PomcanEVm016722t1
PomcanEVmO012785t1
PomcanEVmO011206t1
PomcanEVmO011598t1
PomcanEVmO007128t1
PomcanEVm011187t1
PomcanEVm060094t1
PomcanEVm011397t1
PomcanEVm013981t1
PomcanEVm017692t1
PomcanEVm012422t1
PomcanEVmO013622t1
PomcanEVm007606t1
PomcanEVm011476t1
PomcanEVmO016658t1

MVTKYFIDSNNNNK ~§
MSGETSLELLIPDSS ¥
MvpsVFLVLMLAWY, T
mKisvELLLVETVMVE 1
MKSNLLVHLSLPLFFH 1
mssscaccskarsal |
MLVQAVASQLLEAY ™~
TvispQsveLpapwe b T
MKMSCSTAHQGAS !
MEISFYRIFILFLLITAY
MGCNFQCDNSLTM ¥
MAWCLLLVLLLLYS. b
MTCYIESSRLHCTST. !
METLRNMLLRRPYK
MGNKRTSNACIGFIFH 1
MSIHKSSGETCADLE
MSLGLTSVAMVALL ¥
MRVREETLLLLWVTY 37
mAQRTWaQFQTLT .
MGRVCVVFGCGFL ™
MTTTEEMKKFIAASL

Query Sequence

MTTVEVFLLTAFVM'
MSCSENHLAHLMC -
MWPSPRRLASPTTG ™=k
MSGETFVKFLIPESS |
MPLNLPIVELVLDRC ®
MVLMVPFMIHKIGE! |
mKkADPPPVISWEGY 1
mKToLVILSLsFLs
YKKPLSRYSAGRCSF
MTAKLYKIPLFVAKIL
MIKPRLVFAGHTHQ 1
MSTNDHNDPDIsST I
MTMIRSNLIFETLHV
MsGEMILKLQIPESs ¥ -
MAVRLPFLWTVTLL = |
MAVGECSTLPSVLD "1
MTCEIKSKHHPVQIK — §-
MAFNFRHQssAKME = 1
MIRKHTFDCVLLCY &
MTRSSKRREFRIEYK 1
MLWRPVLLITLIFVN & 1
MAAPAYVHSENAC'
MREQMVLDEKIIGLE ™~~~
McsPGYYSAEGACE !k
MSGETSVKFLIPESS ¥
MNFVGIKLNEANPL,
MSVRTQSREPLLRNI™ 1
MHIMCSASSTLLTS\ — §
MQRQLTTLTRISCVS
MDTDQPVQRHTAV.
MSGILFYVNNRNESE 1
MIIVFITIHCLLKAHC
MRCTTTSTTPFHLDC |
MNCISLEFDGLRsS ~ }
msLYILLLYWTLGAL P11
VENCAELVFGNDTE -
mvTcvAcavaimi,  F-
MEQTGLLHGHYFVI 1~
MQUSDLKVKRITPRY
MLSSLAVYRALKEW |
MMESIWLRHTAISR |
MQRMELFYRGDISR
MFTSFCLFTRVLFTL |
MLRNHDDSVMQQ(
VVFERVKCAQQEKC |
mmstacaiseLyLTil -1
KHPLKQNVSTPSsA, I

uncharacterized protein LOC112568770 [Pomacea canaliculata] IVTKYFIDSNNNNKE 1
uncharacterized protein LOC112567443 [Pomacea canaliculata] MSGETSLKFLIPESS !
uncharacterized protein LOC112570348 [Pomacea canaliculata] VWPTHGRPSCPPG | 1

uncharacterized protein LOC 112559049 isoform X3 [Pomacea canaliculata] >r MKI- =t
uncharacterized protein LOC112568269 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025: MKSNLLVHLSLPLFF ~ . ¥
uncharacterized protein LOC112561109 isoform X2 [Pomacea canaliculata] MFSSCACCSKQTSA ! ,|

zinc finger C2HC domain-containing protein 1A-like isoform X1 [Pomacea cana RFGYKAGMSSPSLLL.

uncharacterized protein LOC 112568447 [Pomacea canaliculata] EISATRRRATCSH-— 1~
uncharacterized protein LOC112568957 [Pomacea canaliculata] MKMSCSTAHQGASL. 1.
LOW QUALITY PROTEIN: pituitary tumor-transforming gene 1 protein-i ¢in MSNVTDVASTTEVLT ~ 1

uncharacterized protein LOC 112568712 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025: MGCNFQCDSSLKM . 1
uncharacterized protein LOC112571063 isoform X3 [Pomacea canaliculata] MAWCLLLVLLLLLST I, i
uncharacterized protein LOC112567786 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025: MTCYIESSRLHCTST s
uncharacterized protein LOC112575090 isoform X1 [Pomacea canaliculata] METLRNMLLRRPYKI
uncharacterized protein LOC112568641 [Pemacea canaliculata] >gb |[PVD273 DDQNTVSTLSMFTR !
hypothetical protein C0Q70_12045 [Pomacea canaliculata] ADLEFHGFRDGETV
hypothetical protein C0Q70_14184 [Pomacea canaliculata] MsLeLTSWMVALLT. ¥
uncharacterized protein LOC112573282 isoform X1 [Pomacea canaliculata] > MRVREETLLLLWVTV ,' L

uncharacterized protein LOC112555430 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025( MAQRTRAATWQRF LI}
hypothetical protein C0Q70_20392 [Pomacea canaliculata] MPFVWSPKSIKFEM
uncharacterized protein LOC112558245 [Pomacea canaliculata] MTTTEEMKKFIAASD

Best Hit Desci t Sequence
uncharacterized protein LOC112567706 isoform X2 [Pomacea canaliculata] ~MTTVEVFLLTAFVMT
uncharacterized protein LOC112569223 isoform X1 [Pomacea canaliculata] >r MSCTTEVEEKSQLFC _l

predicted protein, partial [Nematostella vectensis] GGLVCSMNRSLTR
uncharacterized protein LOC112567443 [Pomacea canaliculata] MSGETSLKFLIPESS I
synaptojanin-2-binding protein-like isoform X1 [Pomacea canaliculata] MPLNLPIVELVLDRG €1
40S ribosomal protein S3 [Aplysia califomica] LMIHSGEPLNDYVDT'
uncharacterized protein LOC112568675 isoform X2 [Pomacea canaliculata] EGNPPPVISWEGQG 1
uncharacterized protein LOC112567701 [Pomacea canaliculata] MKTDLVIILSLSFLIS = I i
hypothetical protein C0Q70_03286 [Pomacea canaliculata] VAYPVPGILYGWVQ I
mucin-5AC-like isoform X2 [Pomacea canaliculata] MTAKLYTIPLFVAKIL-
hypothetical protein 14U23_009426 [Adineta vaga] MIKPRLIFSGHTHRY 1
unnamed protein product [Rotaria sp. Silwood2] >emb| CAF2528129.1| unnar MSSNKQNNQEISTS
emp24/gp25L/p24 family protein [Dictyostelium discoideum] LTDPKGNTIFERLHF
uncharacterized protein LOC112567439 isoform X2 [Pomacea canaliculata] MSGETSLKFLIPESS I
hypothetical protein C0Q70_04880 [Pomacea canaliculata] MALRQPFLVVTVTL =3
uncharacterized protein LOC112557320 [Pomacea canaliculata] maveecsTLpsyiD 1
uncharacterized protein LOC112568155 [Pomacea canaliculata] LDRRGLRRQTEGFN 1
hypothetical protein C0Q70_04882 [Pomacea canaliculata] MYGRNQGARATLTS lA
hypothetical protein C0Q70_07607 [Pomacea canaliculata] TTIRVQRKCEDPDVY I

uncharacterized protein LOC112564392 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025( ERREFRIEVKNPGQK |
unnamed protein product [Rotaria sp. Sitwood1] >emb| CAFA684318.1] unnar NPPESTSLERAHWC & I

protein draper-like [Pomacea canaliculata] ECVCVEGWTGAYC 1
unnamed protein product [Adineta ricciae] MREQMVLDEKIVGY ~
platelet endothelial aggregation receptor 1-like [Pomacea canaliculata] MCSPGYYSAEGACF " L
uncharacterized protein LOC112567443 [Pomacea canaliculata] MSGETSLKFLIPESS I
hypothetical protein M9434_003998 [Picochlorum sp. BPE23] VNFFGVVLKPDAPTA'
uncharacterized protein LOC112568424 [Pomacea canaliculata] VISFLQLAVLISFASG '
uncharacterized protein LOC112569050 [Pomacea canaliculata) MSGFFCLVLVTMVT 1

PLACS family-domain-containing protein [Jimgerdemannia flammicorona] ~ LGDGSCFSQGANYC !
unnamed protein product [Rotaria sp. Sitwood2] >emb| CAF2538398.1| unnar FSEDFLNRTFHFHNP

uncharacterized protein LOC 112567463 [Pomacea canaliculata)] GQKHDANVCKLIVT =~ 3
uncharacterized protein LOC112567789 [Pomacea canaliculata] VQAGQGPDLYFPSF . . I %
uncharacterized protein LOC112569064 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025: MRCASTRTAPFHVD 1
hypothetical protein C0Q70_12062 [Pomacea canaliculata] VEFSGLGSGENWTE!'
hypothetical protein C0Q70_13127 [Pomacea canaliculata] MSLYVLLLVWTLGAV "
uncharacterized protein LOC112568328 isoform X1 [Pomacea canaliculata] VENCAELVFGNDTD
uncharacterized protein LOC112568313 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025. MVTCVACGVCLMMI -1
uncharacterized protein LOC112569216 [Pomacea canaliculata] EMTKSSSQESSQMT * 1
histone H2A.V-like [Lagopus leucura] DLKVKRITPRHLQLAI

uncharacterized protein LOC112568183 isoform X1 [Pomacea canaliculata]  APRLPGNTDHPSLIK I
uncharacterized protein LOC112569144 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025: EEVSLTCTFGENINE 1

uncharacterized protein LOC112569144 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025: MHFSSDAHKL- 1
hypothetical protein C0Q70_12137 [Pomacea canaliculata) TeppsPreGvvvay |
uncharacterized protein LOC112569996 [Pomacea canaliculata] SRASPSTSYRKK—-——

uncharacterized protein LOC112569625 isoform X2 [Pomacea canaliculata] ~ LVFITVAYTHLENCA '
uncharacterized protein LOC112567729 isoform X1 [Pomacea canaliculata]  MMSAQGQISELYLTI B -1
furin-like protease kpc-1 isoform X5 [Pomacea canaliculata] kHPLKQNYSTPSsaa [EL
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PomcanEVmO007776t1  MFLSSAKKRWSQVN I hypothetical protein C0Q70_06059 [Pomacea canaliculata] IWRIHTRAMLRTAEL 1T

PomcanEVmMO006007t1 MTSRLLFWCTFVAV 1 uncharacterized protein LOC112574344 isoform X1 [Pomacea canaliculata] MTSRLLFWCTFVAVL ol
PomcanEVmO014346t1 MTCEIKKEKCPFEIQ i uncharacterized protein LOC 112569680 [Pomacea canaliculata] MSCEIKNEKCPFEIE 1
PomcanEVm014235t1  MRCTTTRTTPFHLD  IF uncharacterized protein LOC112569064 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025: MRCASTRTAPFHVD I
PomcanEVmO014348t1  MSFSTATTQFLERRY I uncharacterized protein LOC112569075 [Pomacea canaliculata] MSLSTDKTQFLKMR i
PomcanEVmO008955t1 MSTTRPSPEVSLTNY LOW QUALITY PROTEIN: uncharacterized protein LOC112567035 [Pomacea c: MSTTRPSPEVSLTNY
PomcanEVm005626t1  SGKEKKYLDRCIGIIC 1 uncharacterized protein LOC 112568766 isoform X1 [Pomacea canaliculata]  GEEKKYIGECIGIICN 1
PomcanEVm018370t1  MSGETSLELLIPDSS . uncharacterized protein LOC 112567439 isoform X2 [Pomacea canaliculata] MSGETSLKFLIPESS I
PomcanEVm011503t1  MMKIALLVLTATVT | hypothetical protein C0Q70_08060 [Pomacea canaliculata] MMKIALLIVLTAAVTT I
PomcanEVmO012464t1 MFIEMYLALLLAFGC T uncharacterized protein LOC112568201 [Pomacea canaliculata] VFAIDDKCNTEYETT 1
PomcanEVmO014238t1  MATYGICATDKTCA I uncharacterized protein LOC 112569050 [Pomacea canaliculata] MVTYGICATEKTCAH . . I
PomcanEVm007921t1 MDTTPSTQGKTSSG =~ . . uncharacterized protein LOC112569182 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025: LGVLFLWLMPLANC
PomcanEVm004292t1  MCLHRLSHNKLKTL ': uncharacterized protein LOC112567763 [Pomacea canaliculata] MWSPYLTNIVRTVLT ,"
PomcanEVm005714t1  MAAILPFISVAMTLVH 1 hypothetical protein C0Q70_04879 [Pomacea canaliculata] MAATVPFISVAMTFW| 1
PomcanEVmO014158t1 MSCTTRHQATHQL( b uncharacterized protein LOC112569223 isoform X1 [Pomacea canaliculata] >r MSCTTEVEEKSQLFC 1
PomcanEVm016944t1  MLFCTTHLSTGVID | uncharacterized protein LOC 112569520 [Pomacea canaliculata] SEGVIDNCDNERIY . |
PomcanEVm001416t1  MELEKLYFWDLFLF:! B uncharacterized protein LOC112568578 [Pomacea canaliculata] KPTPLIRGLYTYNMR ,I 2
PomcanEVm010717t1  MTGHFYSCDDSRTT & unnamed protein product [Adineta steineri] MAGHFYSCHET-
PomcanEVmO010990t1 MSCQLKNTKGPFEI 1 hypothetical protein C0Q70_12375 [Pomacea canaliculata] MSCQLKNTKSPFEIQ 1
PomcanEVm008564t1  MNPEELFKRFFGFTK = uncharacterized protein LOC112553847 isoform X1 [Pomacea canaliculata] MNPEELFKRFFGFTK
PomcanEVmO010835t1 MEHVHRAVLRVFM | uncharacterized protein LOC 112572452 isoform X2 [Pomacea canaliculata] >r MEHVHRAVLRVFMG I
PomcanEVm009842t1  MAATTAYLLVLVTWH 1 uncharacterized protein LOC112568212 [Pomacea canaliculata] marrraviveviwe BT
PomcanEVmO006395t1 MHERVLDRCLTNVI -1 uncharacterized protein LOC112558823 [Pomacea canaliculata] MIGTDQGEHAILTSP .~ 1
PomcanEVm012206t1 MAAGVCRHSLLSRL T uncharacterized protein LOC112569555 isoform X1 [Pomacea canaliculata] MAAGVCRHSLLSRL A
PomcanEVm018311t1 MSCSFNHLAHLMC I uncharacterized protein LOC 112569223 isoform X1 [Pomacea canaliculata] >r MSCTTEVEEKSQLFC i
PomcanEVmO011721t1 MRNFSNYFQLLLLT ™~ L3 uncharacterized protein LOC 112568273 isoform X3 [Pomacea canaliculata] MRNFSNYFQLLLLTT =~ I
PomcanEVmO009652t1 MTLLVSRLAFVWVIII 1 uncharacterized protein LOC112569165 [Pomacea canaliculata] MTLLVSRLAFVVVIIIA I
PomcanEVm008722t1 MAYTSRASFNLRIFCH® T — uncharacterized protein LOC112572874 [Pomacea canaliculata] IVAIVCEVF-—-
207
Best Hit Sequence
PomcanEVmO007646t1 MPVKEFNDNYINVG ~ uncharacterized protein LOC112555791 [Pomacea canaliculata] >gb |[PYD190 MPVKEFNDNYINVG
PomcanEVm045415t1 ISAKIALSTCFCISTTA hypothetical protein C0Q70_06414 [Pomacea canaliculata] FILENDSLFYVGVDG
PomcanEVmO034938t1 MLLLISLNVLVAKSS ~ hypothetical protein [Philodina roseola] ISHMKKPQIRAVLLN
PomcanEVm036462t1 RSFLRCNVASSLVIA ~ ~ hypothetical protein14U23_020465 [Adineta vaga] MGSDSSKSKKRATQ
PomcanEVm053774t1  SFFGTVVKPCLKAW non- ical purine NTP pyrophospk partial [Escherichia coli] ILREARGAHGFGYDP
PomcanEVmO009016t1 MSAQPIVSVNSDSH 1€ uncharacterized protein LOC 112560396 [Pomacea canaliculata] >gb |[PYD350 MSAQPIVSVNSDSH 1 €
PomcanEVmO006685t1 MEHPMSQQVFEDA L € uncharacterized protein LOC112555076 [Pomacea canaliculata] >gb |[PYD187 MEHPMSQQVFEDA I«
PomcanEVm015891t1  MPLSRPVFYRLLIFLI! - unnamed protein product [Retaria magnacalcarata] KRKLFHACFI- -
PomcanEVm012091t1  MTTRNEKAPRYFPV, * %% ~ hypothetical protein SeMBA42_g04412 [Synchytrium endobioticum] >gh | TPX46 THAICNSCDKSLVR ** ¥
PomcanEVmO008466t1 MTGTVHFDVPDTAL® € tumor necrosis factor ligand superfamily member 11-ike [Pomacea canalic' MPPSRIPPGADLLTC &
PomcanEVm077461t1 MEKFNIEKDIAAYIKE ~ hypothetical protein INT44 005811 [Umbelopsis vinacea] LEKYNIEKDIAAHIKR €
PomcanEVmO010351t1 MTIYKTPGGEKKTEK" &~ integral membrane protein 2C-like [Pomacea canaliculata] LCDRLTGVKDEVEC I
PomcanEVmO049432t1 MQEKDDTLQRVRLL myosin heavy chain, embryonic smooth muscle isoform-like [Pomacea canalic MQEQDDTLQRVRRL
PomcanEVmO011325t1 MVGVSLNNANKSD | unnamed protein product [Rotaria sp. Silwood1] >emb| CAF1616688.1| unnar MVGVSLNTPNKADD I
PomcanEVmO061939t1 DEIRFGKEQFGPAVI ¥ hypothetical protein SteCoe_35774 [Stentor coeruleus] DELRFGPNRIPKNEP ¥
PomcanEVm022269t1 MAMLSNHELIRRVP =~ cyclic nucleotide-binding domain- ining protein [B bacteriu MAMLSNHELIRRVPI =
PomcanEVmO008678t1 MQRSTSGHVSWPT I 3 uncharacterized protein LOC112555273 [Pomacea canaliculata] >ref| XP_025( MQTSTSGHVSWPTN I
PomcanEVmo014712t1  MLCIQQIFTEPNILS 1T < alpha-N-acetylgalactosamine-specific lectin-like isoform X1 [Pomacea canalic MATSRSPRFTFITRVA I &
PomcanEVm010699t1  MECVKRSIHVALVFN -~ = tumor necrosis factor ligand superfamily member 10-iike [Pomacea canalici QERGFKTTYKDNHTL ~ =
PomcanEVmO016587t1 MLGVVDQAKGLYR ¢ R microtubule-actin cross-linking factor 1-like isoform X6 [Pomacea canaliculata MLGVVD QAKGLYRN ¢ i
PomcanEVmO015528t1  WDDRPNSVLLASGF I AI RING finger protein 150-like [Pomacea canaliculata] >gb| PVD35007.1| hypoth MNPCTSIFVFSVIVLL . I
PomcanEVmO009195t1 MGFSTLFGSNTITTA € 3 tumor necrosis factor ligand superfamily member 11-ike [Pomacea canalict MGFSTLFGSKTITTD <
PomcanEVmO005429t1 MAATERQWSIREDC g LOW QUALITY PROTEIN: baculoviral IAP repeat-containing protein 6-like [Pomz MAATERQWSIREDG €
PomcanEVm009897t1  MSESRVSSLASGSIG | hypothetical protein C0Q70_11300 [Pomacea canaliculata] MSDSRVSSLASGSIG i
PomcanEVm020932t1 MLE‘ITEYTLQQVPSI“ hypothetical protein Ctob_013751 [Chrysochromulina tobinii] NWMGVKLEEDSFG
PomcanEVmO006118t1 MSVSLQDLGVREKG I - uncharacterized protein LOC112555073 isoform X7 [Pomacea canaliculata] MSVSLQDLGVREKG 2 3 €
PomcanEVm009258t1  MKTRLSSESSMDST 1 tumor necrosis factor-ike [Pomacea canaliculata] MKTRLSSESSMDsTT 1 &
PomcanEVmO012947t1 MPSRHLTGILRGRGE  F hypothetical protein C0Q70_14854 [Pomacea canaliculata] VGFTVRFSADPVINV =~
NP_000585.2
308
Query Sequence Best Hit Description Best Hit Sequence
PomcanEVmO001120t1 MMDFNSKVFFFLLIF " unnamed protein product [Rotaria sp. Silwood2] >emb | CAF4070867.1| unnar MNFIVKTSFEILLVIVL
PomcanEVm009674t1T  MAMLSMDSTVLLL\" ' unnamed protein product [Rotaria sp. Silwood1] >emb| CAF1605507.1| unnar EDGFEAVGCCLCCA
PomcanEVm007060t1  MACARNWWILLVY — B¥ uncharacterized protein LOC112568895 isoform X3 [Pomacea canaliculata] DVVTSCPEYFIAGQV L
PomcanEVm018791t1  MQDRRLNLVTDRIE. € uncharacterized protein LOC112571157 [Pomacea canaliculata] MQDRRLNLATDRIEE
CD55
374
Query Sequence Best Hit Description Best Hit Sequence
PomcanEVm002703t1  MAVWILWILCGVAL 1 uncharacterized protein LOC112568828 isoform X1 [Pomacea canaliculata] LWRLWILCGVALLAI L
PomcanEVm000688t1  MYRLIASCLICYLLIQ coet uncharacterized protein LOC112569288 isoform X3 [Pomacea canaliculata] MYRLIASCLLCYLLIP. = = € € € =
PomcanEVm010228t1  MCVLVLLTAAQEAC I uncharacterized protein LOC112568119 [Pomacea canaliculata] MCVLVLLTAAQEAG
PomcanEVm037242t1  MTLRKGGGVGRPM & cubilin-like isoform X2 [Pomacea canaliculata] MTLRKGGGMGRPM &
PomcanEVmO001480t1 MFLIACHRTLAIFMI! e uncharacterized protein LOC112568581 isoform X1 [Pomacea canaliculata] MFLIACHRTLAISLQ -
PomcanEVmO008328t1 MKFCESYFRICQLQS " € uncharacterized protein LOC112560063 [Pomacea canaliculata] MGLEYKPDGQKVYC
PomcanEVm001993t1  MRLLSCVIVVAAAL HE - &8 |- tolloid-like protein 2 [Pomacea canaliculata] MESCINCSCDFLAL ~ ~E & 1~
CFAH_HUMAN
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