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Resumen

El oxigeno es un elemento quimico de importancia central para la vida. Sin embargo, a lo largo de la historia
de la Tierra no siempre ha estado disponible como O: para su utilizacién por la bidsfera. Debido a su
naturaleza altamente oxidante, han surgido evolutivamente una serie de mecanismos para controlar,
aprovechar y corregir los productos de las reacciones oxidativas con componentes celulares como
membranas, proteinas, acidos nucleicos y otras moléculas. Las lesiones por adicién de grupos alquilo en el
DNA y el RNA son reparados mediante la escisién directa de las bases y, en ocasiones, la escision total del
nucledtido. Aravind y Koonin (2001) mediante iteraciones de PSI-BLAST (Altschul y Madden., 1997)
identificaron homdlogos remotos de la proteina reparadora de DNA AlkB, descrita en Escherichia coli'y otras
bacterias, en el humano y otros eucariontes e incluso, homdlogos en virus pero ausentes en el dominio
Archaea. Si bien AlkB es una enzima reparadora de DNA, hay homélogos que poseen al menos un dominio
similar a AlkB, y que en su mayoria tienen funciones distintas a la reparaciéon de DNA. Sorprendentemente,
AlkB también repara RNA, lo cual ha sido interpretado por Logan y Poole (2005) y otros autores como
prueba de mecanismos de reparacidn en etapas evolutivas anteriores al DNA. El estudio evolutivo de este
sistema de reparacion, que forma una superfamilia proteinica llamada "oxigenasas-a-
ketoglutarato(aKG)Fe(Il)-dependientes” nos puede dar informacién evolutiva sobre el desarrollo de
estrategias de reparacion, asi como sobre las implicaciones evolutivas de la utilizaciéon de O: en enzimas
similares. En este trabajo se reporta el resultado de un andlisis evolutivo del sistema de reparacion de
polinucledtidos dependiente de oxigeno (AlkB y sus homologos) merced a: a) un analisis filogenético con sus
homdlogos a partir de la estructura primaria, secundaria y terciaria en proteinas; b) una datacidn relativa en

funcién de su naturaleza dependiente de Oz, y; c¢) sus implicaciones evolutivas en algunos grupos bioldgicos.

Palabras clave: GOE (Gran Evento Oxidativo), AlkB, biosintesis de colagena, biosintesis de penicilina



Abstract

The oxygen is a chemical element Important for life. Nevertheless, in the Earth history had not been avaiable
not like O2 for their utilization by the biosphere. Because their high oxidant nature, mechaisms everal have
arrived by evolution to control to take advantage and correct the oxidative products in cellular components
like membranes, proteins, nucleic acids and other molecules. The injuries by alkyl groups in the DNA and
RNA are corrected by the direct basis-cleavage and once in a while by the total nucleotide-cleavage. Aravind
and Koonin (2001) using PSI-BLAST iterations, (Altschul and Madden. 1997) Have Identified remote
homologs from the repair protein of DNA AlkB Described in Escherichia coli and other bacteria, in human
and other eukaryots, even homologs have been Described homologs in viruses but have not been identified in
the domain Archaea. Even though, AIkB is a repair enzime of DNA, some homologs that have at least the
same domain to AlkB and in fact, the great majority have different functions instead of the DNA repair.
Suprisingly, AlkB repairs to RNA, this has been interpreted by Logan and Poole (2005) and other authors as a
proof of the existence of reapair mechanisms in earlier evolutive stages to DNA. The evolutive study of esta
repair system, part of super protein family called "a-ketoglutarate oxygenases- (aKG) Fe (II) -dependent” can
give us information by the development of repair strategies as well as the evolutive consecuences of the 02
utilization in a similar Enzymes. In this study, we report the results of a evolutionary analisys of the
polinucleotides repair oxygen system dependent (AIkB and their homologs) in order to obtain: a) a
phylogenetic analysis homologs in primary structure, secondary structure and terthiary structure; b) a relative
datations in function of the nature of oxygen dependent AlkB an homologs and ; c) a evolutionary

implicaciones in some biolgical groups.

Key words: GOE (Great Oxidant Event), AlkB, biosynthesis of collagen, biosynthesis of penicillin



2.Introduccion

2.1 Evolucion de la atmasfera terrestre: el Gran Evento Oxidativo (GOE)

El oxigeno en su forma (O2) actualmente es una molécula de importancia central para muchas especies pero
también es el responsable del dafio oxidativo al DNA y a otras estructuras celulares. Este dafo es inevitable y
ha estado presente a lo largo de millones de afios y resulta del propio metabolismo celular oxidativo (Aguirre
et al., 2006). Un tipo de dafio al DNA es el enddgeno, inducido por especies reactivas de oxigeno (ROS),
eventos hidroliticos y radiaciones ionizantes que pueden polimerizar, romper, alquilar u oxidar al DNA.
Algunas entidades bioldgicas generan energia mediante la respiracion aerobia, proceso que incluye un paso de
reduccién de oxigeno molecular a agua. Estas especies parcialmente reducidas producen intermediarios como
subproductos de la respiracidon aerobia, incluyendo Oz, H20, y OH". Todos ellos son potentes oxidantes
electrofilicos que en el caso de los eucariontes, pueden escapar de las mitocondrias y atacar los componentes

celulares vitales (Bruner et al., 2000; Cunningham, 1997; Cooke et al., 2003)

Como lo resumieron Lazcano y Miller (1996), no existe un acuerdo generalizado sobre la
composicion de la atmdsfera primitiva, que bien podria haber sido altamente reductora con combinaciones de
compuestos como (CHs+ + N2, NH3 + H20 / CO2 +H2 +N2), o bien pudo haber sido neutra, con una
composicion de (CO2 +H20,N2) Lazcano y Miller (1996) A pesar de las pocas evidencias geoldgicas para
definir una composicién quimica precisa de la atmdsfera primitiva, al menos se acepta que el Oz libre estuvo
ausente o en muy bajas concentraciones, y distribuido globalmente en forma no uniforme. El requerimiento de
una atmosfera reductora fue en principio esencial para la formacion de aminoacidos, azlcares, purinas y
pirimidinas, las primeras biomoléculas en sintetizarse abioticamente luego de la formacién del planeta hace
unos 4,500 millones de afios. Esta posibilidad se ve apoyada por el analisis de meteoritos como el
Murchinson que tiene una edad de 4.6x10° afios. Se ha propuesto que el impacto constante en la Tierra
primitiva de meteoritos, cometas y asteroides también pudo ser fuente de diversos compuestos organicos

esenciales para la vida.

La teoria Oparin-Haldane (1924 y 1928) sostiene que las primeras formas de vida probablemente
fueron heterdtrofas y que consumian los compuestos sintetizados abidticamente en el ambiente primitivo.
Debido a que un metabolismo heterdtrofo es mas simple que uno autotré6fico, Oparin argumentd que esta
forma de vida debi6é necesariamente evolucionar primero (Lazcano, 2010). Los antecedentes formativos
particulares de Alexander I. Oparin, le permitieron basar su teoria en una perspectiva darwiniana que coalesce
con las ideas evolutivas actuales, lo que da validez evolutiva a su propuesta. Por ejemplo, los experimentos de
sintesis prebiodtica como los de Miller (1953) han demostrado la facilidad de sintesis de compuestos organicos
bajo una atmdsfera reductora, aunque experimentos recientes han comprobado también la sintesis de

aminoacidos bajo condiciones neutrales (Cleaves et al., 2008).
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Como se ha mencionado antes, el O2 molecular actualmente es para muchos organismos una
molécula esencial que permite el intercambio energético en la fotosintesis oxigénica y la respiracion celular.
La distribucién de la utilizacion del O2 estd presente en bacterias fotosintéticas, cianobacterias y en todos los
eucariontes. Se ha sugerido que el origen del grupo de las cianobacterias tuvo lugar hace unos 2,400 millones
de afios y marcé el inicio del evento geoldgico conocido como “Great Oxidation Event” (GOE por su
acrénimo en inglés), un evento cuyo inicio resulta dificil de marcar con precision y que debemos como un
proceso gradual y no lineal. Hasta hace poco, la evidencia de este Gran Evento Oxidativo (GOE), estaba
sustentada por la presencia de sedimentos de aspecto rojo (oxidados). Sin embargo, la oxidacidn de estos
estratos ricos en Fe puede producirse aun en ausencia de Oz producto de la fotosintesis anoxigénica o por
efecto de la radiacion UV (Lyons et al. 2014). Se debe subrayar que el metabolismo anoxigénico representa
en los organismos una alternativa donde el producto final de dicho metabolismo no incluye al O2. De hecho,
Lyons et al, (2014), proponen tres donadores alternativos de electrones que pudieron ser clave en la
acumulacion de sedimentos ricos en carbono organico durante el Argueano sin la necesidad de O, el acido
sulfhidrico (H2S), el hierro en su forma catiénica 2+ (Fe?*) y el hidrégeno molecular (Hz). Sin embargo, la
fotosintesis con estos compuestos como donadores de electrones parece ser poco probable por lo que la
fotosintesis oxigénica contintia siendo la mejor explicacion para la acumulacién de compuestos organicos de

carbono antes de el Gran Evento Oxidativo.

Todas las rocas del Arqueano han sufrido procesos de metamorfismo que han modificado los
registros geoquimicos, dificultando la interpretacion y reconstruccidn de la evolucion atmosférica de la Tierra
(Lyons et al, 2014). Mas audn, fésiles microbianos del mismo e6n poseen morfologias simples y es
complicado asignarles un metabolismo especifico como productores de oxigeno molecular por medio de la
fotosintesis. De la misma manera, los estromatolitos del Argueano y fésiles microbianos en sedimentos han
sido objeto de una amplia discusién en su interpretacion fosilifera. Se ha sugerido recientemente que la
utilizacidn de biomarcadores permite tener una mayor certidumbre para inferencias de tiempo profundo como
los eones Arqueano-Proterozoico. De hecho, Brocks (1999) ha sugerido que a partir de datos de un
biomarcador, (fésil molecular, un lipido, 2 a- methylophane, encontrado en Pilbara Craton, Australia) se

puede inferir la presencia de cianobacterias en rocas de al menos 2,700 millones de afios de edad.

No hay duda alguna de que el oxigeno molecular (O2) que existe en la atmosfera es producto de la
fotosintesis oxigénica, pero hoy en dia mucho de este oxigeno es consumido constantemente por organismos
aerobios. La acumulacién y depoésito de carbono organico cambia la composicion isotopica del carbono
inorganico en el océano debido a que el carbono organico tiene proporciéon menor de C*/C'%; el deposito
dramético de carbono organico debe entonces manifestarse con una exclusion del is6topo C'. Esta
aproximacion ha sido usada con frecuencia para estimar la edad y naturaleza del depdsito de carbono y el

contenido atmosférico de O2 a través del tiempo (Berner, 2004)
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Hace mas de una década Holland (2006) propuso cinco etapas en la historia geoldgica para catalogar
los ambientes atmosféricos tempranos: los ambientes anoxigénicos, durante el Gran Evento Oxidativo 'y
después del Gran Evento Oxidativo. Holland analiz6 esta secuencia temporal tomando como punto de partida
la situacién hace 3,850 millones de afios (3.5 Gyr). Asi, durante la etapa 1 (Figural, 2 y 3) de hace 3,850
millones de afios a 2,450 millones de afios, la atmdsfera era enteramente an6xica y también los océanos con

la posible excepcion de depoésitos de oxigeno en los océanos superficiales.

Durante la etapa 2 (Figura 1, 2 y 3) de hace 2,450 millones de afios hasta 1,850 millones de afios, los
niveles de oxigeno atmosférico rozan los valores estimados entre 0.02 y 0.04 atm. Los océanos superficiales
llegan a estar ligeramente oxidados, pero los océanos profundos continlian con una condicién andxica.
Durante la etapa 3 (Figura 1, 2 y 3) hace 1,850 millones de afios y hasta 850 millones de afios no ocurren
grandes cambios y se dan momentos “inapetentes” geoldgicamente. Los niveles de oxigeno atmosféricos no
cambian significativamente. Gran parte de la superficie de los océanos estan medianamente oxigenada, y lo
mismo ocurre con las profundidades ocednicas. La etapa 4 (Figura 1, 2 y 3) (de hace 850 millones de afios
hasta 540 millones de afios) muestran valores de oxigeno atmosférico no mayores a 0.2 atm. Los océanos
poco profundos continuaron igual, pero los océanos profundos fueron anéxicos al menos durante las eras de
hielo del Neoproterozoico. Durante la ultima etapa, la 5 (hace 540 millones de afios- presente) el O:
probablemente alcanzé un maximo valor de 0.3 atm durante el Carbonifero antes de regresar a los valores
actuales de... Los océanos superficiales estan oxigenados, pero la oxigenacion de los océanos profundos

fluctia considerablemente debido a que es una etapa de corta duracion geoldgicamente.

Con estos antecedentes historico-bioldgicos en mente, debemos entender que la acumulacion del Oz
en la atmoésfera fue un evento que marc6 y sigue afectando desde entonces la evolucién de los metabolismos
de los organismos que estdn en contacto directo con esta molécula. La evolucion ha favorecido y
diversificado aquellas estrategias que permiten a los organismos sobrevivir, aprovechar y heredar rasgos
adaptados como las superdxido dismutasas que catalizan algunas especies reactivas de oxigeno; algunas DNA

glicosilasas; y la utilizacién dependiente del oxigeno en la reaccién de la proteina AlkB.
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Figura 1. Evolucién de pO: a través del tiempo. Se muestran las cinco etapas propuestas por Holland (2006) (Tomado de
Holland 2006)
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Figura 3. Concentracidn relativa de O: a través de las etapas que Holland (2006) para en los océanos profundos.
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Como podemos ver en la Figura 4., tomada de Lyons ef al. (2014), se debe considerar que el GOE es
una etapa heterogénea, bajo el tenor de las concentraciones de Oz en la atmdsfera, y no una etapa lineal en el

aumento de la concentracion de O: libre atmosférico en toda la atmoésfera terrestre.

Oygenic

_ -1 photosynthesis w
E »
- f i 102 &

%) | | 3
o | =
2 10+ =

s = 1 1 Il L
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
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Arqueano ||]

Figura 4. La curva de color rojo degradado nos muestra la vision clasica de dos pasos en la evolucién atmosférica. Mientras la
curva azul nos muestra el modelo emergente (pO2, presion parcial de O2) En el eje de la derecha se muestra la pO: relativo al
presente y en el eje izquierdo las posibles emergencias de Oz en el eén Arcaico tardio aunque no es bien entendida esa etapa de la
evolucién atmosférica. (modificado de Lyons 2014)

2.2 Evolucion temprana de la vida: RNA, DNA y proteinas

Como es bien sabido, el DNA es un polimero anidnico presente en todos los sistemas celulares
exceptuando a las entidades bioldgicas como los virus, algunos de los cuales pueden contener genomas
compuestos por RNA. Lazcano et a/. (1988) han propuesto tres fases evolutivas para discernir la evolucién
del material genético (Figura 5). La utilizacién del RNA como un polimero genético por formas de vida
temprana y su habilidad catalitica abren una discusién evolutiva sobre cuando arrib6 la sintesis de proteinas.
Una de las cuestiones mas importantes esta en el estudio del origen del primer material genético, su evolucién
y la naturaleza del material genético presente en Last Common Ancestor (LCA por sus siglas en inglés), el
ultimo ancestro comun de los seres vivos actuales. El RNA por si solo pudo ser el resultado evolutivo de
diferentes series de polimeros genéticos (Lazcano & Miller, 1996). El mundo del RNA es un periodo
hipotético de la bidsfera temprana donde tanto la informacién genética como la actividad catalitica en los
procesos bioldgicos dependian de moléculas de RNA. Esta hip6tesis ha sido discutida extensamente, sobre
todo el periodo de transiciéon de un mundo de pre-RNA a un mundo de RNA, y la pregunta que surge es si la
sintesis de proteinas evoluciond desde un mundo de RNA a un mundo moderno de DNA/RNA/proteina donde

el DNA almacena la informacion y el RNA sirve de auxiliar funcional y catalitico — como ocurre en ribozimas
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y el ribosoma -y las proteinas realizan la catalisis (Dworkin et al. 2003) Si el RNA evoluciond primero,

(quién evoluciond después? ;Proteinas o el DNA?

1. Genomas con 2. Genomas de 3. Genomas de
moléculas "tipo RNA DNA de doble
acido nucleico" cadena (actuales)

Figura 5. Transicion evolutiva del RNA al DNA propuesta por Lazcano et al. 1988.

La principal corriente de investigacion que plantea una bidsfera RNA/proteina hasta ahora esta
basada en una pequefia pero robusta evidencia. Stephen Freeland y colaboradores han examinado nueva
evidencia que sugiere una vision de un ambiente temprano de RNA/proteina con el DNA evolucionando al
ultimo, estableciendo una cronologia que involuvra el contexto evolutivo del codigo genético permitiéndoles
asi hacer predicciones acerca de la distribucion del RNA como maquinaria fundamental de la vida (Freeland

etal., 1999)

La gran diferencia a nivel quimico entre el RNA y el DNA es la presencia de ribosa en el polimero,
lo que afecta la estabilidad en el esqueleto fosfodiestérico del DNA. Las enzimas encargadas de la conversion
de la ribosa a una desoxirribosa (ribonucle6tido reductasas) juegan un papel central en la transicion evolutiva

del polimero genético actual ( Lazcano et al. 1988; Nordlund y Reichard., 2006).

La transicidn evolutiva del RNA como material genético celular a DNA de doble hebra no ha sido
explicado con detalles.Sin embargo, algunos argumentos pueden ser numerados: 1) la mayor estabilidad del
esqueleto con enlaces fosfodiéster debido a la presencia de desoxirribosa ; 2) la presencia de mecanismos de
reparacion; 3) resistencia a degradacion quimica; y 4) menor sensibilidad a la radiacién UV del DNA
comparada con el RNA. La doble hebra del DNA es mas estable a la depurinizacién mientras que las
reacciones hidroliticas como desaminaciones, depurinizaciones y depirimidizaciones es en un orden de

magnitud una a dos veces mayor en una sola hebra de DNA. (Lazcano et al., 1988).

En particular, todo indica que para lograr una fidelidad genética adecuada en un genoma, es
indispensable la presencia de ciertos mecanismos de reparacién. En un inicio pudo haber sido mucho mas
complejo el reconocimiento de errores de incorporacién de productos de reacciones hidroliticas, incluso mas
importante, la necesidad de los acidos nucleicos de doble hebra y la correccion de errores y reparacion del

dano hidrolitico (Dworkin et a/,. 2003).
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2.3. Dafios causados al DNA por el oxigeno

El estrés oxidativo celular puede ser definido como un desajuste del balance entre oxidantes y
antioxidantes lo que resulta en un incremento en el dafio celular. Debemos tener en cuenta que el estrés
oxidativo debe darse en un contexto celular con al menos dos constituyentes: el estructural y el genético. Por
estructural debemos entender aquellos elementos que dan soporte a una célula procarionte o eucarionte
(pared, membrana, organelos, proteinas, lipidos, polisacaridos); mientras que el componente genético todo
constituyente celular que porte informacion heredable en forma de un polimero de desoxiribonucle6tidos o
ribonucleétidos (DNA y RNA). Es en este contexto donde podemos apreciar que el interés de este proyecto

estd en aquellos dafios en el constituyente genético (DNA).

Si bien las bases canodnicas del DNA - guanina(G), citosina(C), timina(T) y adenina(A) - pueden
sufrir eventos de oxidacion que alteran su composicién y su naturaleza quimica, la guanina es en particular,
debido a su bajo potencial redox, la base mas vulnerable a ser oxidada (Neeley et a/., 2006). El producto mas
abundante debido a esta oxidacidn es la 7,8-dihidro-8-oxoguanina (Figura 6) (también conocida como 8-
oxoguanina; 8-0xoG). De los diversos dafios inducidos por las especies reactivas de oxigeno, la mas
estudiada es la 7,8-dihidroxi-8-oxoguanina. Aunque la guanina tiene una fuerte preferencia de aparearse en
forma candnica con citosina, la 0xo0-G puede aparearse con citosina en el modo Watson-Crick, y en el modo
Hoogsteen con adenina, lo que suele ocurrir durante la replicacion in vitro e in vivo elevando la probabilidad

de que al darse el cambio GeC -> TeA ocurran transversiones (Bruner et al. 2000).
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Figura 6. Principales mecanismos de oxidacién de la guanina. Tomado de Neeley et al.(2006)
Las DNA glicosilasas son proteinas que reconocen de manera especifica las bases dafiadas y las

remueven mediante la escision el enlace N-glicosidico que une a la base con la desoxirribosa, lo que da como

resultado un sitio apurinico/apirimidico (AP) que posteriormente es procesado. Especificamente, una AP
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endonucleasa escinde el carbono 5’ del sitio AP, y una fosfodiesterasa retira el fosfato 5’-desoxirribosa
restante para dejar un hueco (gap) en el DNA, que es posteriormente reparado por una polimerasa y sellado
por una ligasa. Se han descrito un gran niimero de glicosilasas con una variedad de sustratos especificos que

podrian estar evolutivamente relacionadas (Cunningham.,1997; Jacobs y Schér., 2012)

De acuerdo a Cunningham (1997), las glicosilasas pueden dividirse en dos grandes categorias: las
glicosilasas “puras”, que remueven una base inapropiada o alterada sin romper el enlace fosfodiéster
adyacente a la base daflada como la uracil-DNA glicosilasa, y las demas glicosilasas, que tienen una actividad
asociada que rompe el DNA en el sitio del dafio. Desde la perspectiva bioquimica, es la de Drohat y Maiti
(2013), propone una clasificaciéon en torno a su funcidén, sea ésta monofuncional o bifuncional. Las
glicosilasas monofuncionales tienen una actividad unica de escision de bases, mientras que las bifuncionales
también tienen una funciéon de DNA-liasa. El mecanismo de reaccion de una glicosilasa y los pasos
subsecuentes de la ruta de reparacidn por escision de bases (BER) difieren sustancialmente entre estos dos
tipos de enzimas (David, S ef al, 2007; Van der Veen y Tang., 2015) Las glicosilasas monofuncionales
escinden el enlace glicosidico mediante una reaccion en donde el agua es el nucledfilo produciendo un

producto comun, un sitio apurinico y apirimidico (AP).

Otras enzimas involucradas en BER completan el proceso de reparacion. Las enzimas bifuncionales
escinden las bases dafadas catalizando una transferencia glicosidica, donde el nucle6filo es una amina
provista por la enzima. La porcion restante del nucledtido dafiado es reconocida y removida por una AP
endonucleasa que libera al grupo 3’-OH listo para la sintesis de reparacidon. Algunas glicosilasas bifuncionales
suelen catalizar una eliminacién-8 que libera el carbono 5’ del enlace con O, removiendo asi completamente

el nucleétido dafiado.

Las DNA glicosilasas pueden ser clasificadas de acuerdo a su estructura secundaria, en seis
superfamilias que reconocen un amplio espectro de lesiones al DNA. La superfamilia helix-hairpin-helix
(hélice-horquilla-hélice, HhH o Endo III) es una conjunto grande y diverso que contiene enzimas mono-
bifuncionales, y estan representadas por la enzima MutY de Escherichia coli, que remueve adenina de un
apareamiento Ae 0xoG, otras enzimas que reparan dafios de alquilacidn y, en eucariontes, la 8-oxoguanin-
glicosilasa (OGG1). La superfamilia hélix-two-turn-helix (hélice- dos giros- hélice, H2TH) incluye enzimas
bifuncionales que reconocen bases oxidadas, la enzima MutM vy las glicosilasas Nei (Figura 6).(Drohat y

Maiti, 2013, Cunnungham 1997).

Ox0-G es el mutdgeno endégeno que mas contribuye a la transformacidn celular espontanea. La
enzima MutT es una trisfofatasa que limpia el precursor del pool de bases catalizando una hidrdlisis de oxo-
GTP a oxo-dGMP + Pi. MutY es una DNa glicosilasa que inicia la reparacién de productos erréneos de
replicacion como oxo-GeA, catalizando una hidrdlisis del enlace glicosidico que une la base con su azucar.

El dltimo componente es la Oggl, una DNA glicosilasa/f3-liasa que reconoce oxo-GeC (Bruner ef al., 2000).
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2.4 Daiios fisicos al DNA y sistemas de reparacion

El material genético de cualquier entidad bioldgica es susceptible de sufrir dafios fisicos. Factores enddgenos
y exdgenos constantemente generan dafios celulares, produciendo aductos en el DNA. Como resultado, en el
curso de la evolucién han surgido diversas estrategias para contrarrestar el dafio en el DNA (Friedberg, 1985)

El dafio al DNA activa diversas rutas bioquimicas. Primero, enzimas especificas de diversa
complejidad reconocen y eliminan el dafio. Segundo, los puntos de control de dafio (checkpoints) son
activados por los dafios al DNA, pueden llegar a bloquear el ciclo celular y, en algunos casos, ayudan a
recuperar la competencia celular. Por dltimo, los dafios al DNA activan la transcripcién de ciertos genes. En
algunos casos, algunas formas de reparacién ocurren independientemente de las tres condiciones a lo que
varios autores han llamado “la reparacion directa al DNA”. Esta susceptibilidad ha estado presente como
consecuencia del dafio latente, diversas rutas y mecanismos de reparacidn se han desarrollado con el fin de
contrarrestar estos dafios en el material genético.

De acuerdo a Dexheimer (Figura 7) (2012), podemos clasificar los mecanismos de reparacion en
cuatro categorias; 1.- Reparacidn por escision de bases (BER); 2.- Reparacion de Mismatch; 3.- Reparacion
por escisién de nucle6tidos (NER); y 4.- Reparacién por ruptura de doble Hélice (NHEJ). Esta clasificacion,
de hecho, excluye otros mecanismos de reparacion directa al DNA. Sancar et al, (2004), proponen una

clasificacion mas amplia (Tabla 1)

Tabla 1. Mecanismos de reparacion del DNA de acuerdo a la clasificacién de Sancar et
al. 2004

Mecanismo de reparacion Caracteristicas

Reparacion directa Por induccién de dimeros de pirimidinas por radiacion

UV y remocioén de grupos metilo. (Fotoliasa ,
metiltransferasa y metiltransferasa oxidativa)

Reparacion por escision de bases

Reparacion por escision de nucledtidos

Reparacion por ruptura de doble hebra

Reparacion por recombinacion

Reparacion de cross-link.

Por oxidacion o reduccion de bases. (DNA glicosilasas)

Es el sistema mayor de reparacion que remueve lesiones
en DNA por exposicion a radiacion o quimicos;
incluyendo adiciones protéicas al DNA. (Nucleasa de
escision)

Por radiacion ionizante o especies reactivas de oxigeno.
Reparacion por recombinacion homologa y
recombinacion no-homologa

Por especies reactivas de oxigeno, radiacion ionizante y
compuestos que generan especies reactivas de oxigeno.
(Recombinaciéon homologa y no homdloga)

Por substancias y agentes que inducen dafio al DNA.
(Reparacion por escision de nucledtido o recombinacion
homologa)
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Imagen 7. Dafios posibles al DNA y mecanismos de reparacion y edicion. Tomado y modificado de Dexheimer (2012)

Tomando en cuenta Unicamente la reparacion directa de DNA, Yi y He (2013) proponen tres
clasificaciones para catalogar a los mecanismos de reparacion directa al DNA al considerar la funcién que
llevan a cabo: a) fotoliasas, b) alquil-transferasas y c) dioxigenasas (Figura 8)

Estos mecanismos de reparacion directa de DNA han sido identificados como: I. fotoliasas que
corrigen fotolesiones inducidas por radiacidon UV; II. alquiltransferasas, que corrigen el dafio de alquilaciones
en O-guaninas; y III. AlkB dioxigenasas, que corrigen aductos N-aquilados.

I. Se han identificado dos tipos de dafios por radiacién UV en el DNA: los dimeros de ciclobutano-
pirimidinas y los foto-productos 6-4 de pirimidinas. Todas las fotoliasas se unen al cofactor esencial flavin-
adenin-dinucle6tido (FAD), y s6lo el FADH reducido es cataliticamente competente.

II. Agentes alquilantes reaccionan con heteroatomos de las bases del DNA, para generar variedades
de aductos citotdxicos y mutagénicos covalentes desde simples grupos metilo hasta adiciones alquilantes
grandes. En contraste con la ruta de reparaciéon de escision de bases que también corrige lesiones N-
alquilantes, existen dos rutas de reparacidon directa de DNA para combatir efectos deletéreos: a) AGTs
reversas de guaninas alquiladas, y b) las dioxigenasas de la familia AlkB, que también corrigen las N-
alquilaciones que bloquean apareamientos Watson-Crick.

III. Se ha observado que AlkB también repara lesiones en RNA (Aas et al,, 2003; Westby et al, y

se han identificado hasta nueve homoélogos en humanos (ALKBH1-8 y FTO). Es la mayor clase de
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desmetilasas DNA/RNA en humanos. En el evento de desmetilacion oxidativa la familia de proteinas AlkB
utilizan un sitio con Fe(Il) para activar la molécula de oxigeno molecular para la oxidacién de los grupos
alquilo aberrantes. Los grupos alquilo hidroxilados que son unidos por el N1 de una adenina, o por el N3 de
una citosina,9 para después escindir facilmente el enlace C-N formando una base sin modificar y
formaldehido. Al igual que las fotoliasas y alquiltransferasas, las AlkB y otras dioxigenasas relacionadas
también necesitan retirar la base dafiada de una doble hebra de DNA. Se ha demostrado que AlkB repara

lesiones alquilantes en ssDNA y dsDNA con una preferencia en ssDNA.
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Imagen 8. Reparacion directa de DNA. Tomado y modificado de Yiy He etal. 2013
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2.5 Reparacion de DNA dependiente de oxigeno. El caso de AlkB

Es importante subrayar la distincidn entre la ediciéon de DNA vy la reparacion de DNA. Mientras que
la edicion corrige dafios en el ordenamiento de la secuencia nucleotidica, la reparacion busca y corrige errores

de caracter fisico en toda la estructura del DNA e incluso de RNA.

No sélo el oxigeno, también otros factores enddgenos y exdgenos de naturaleza alquilante pueden
producir dafios en el DNA o en el RNA. Otras reacciones quimicas pueden alterar o provocar la pérdida de la
estructura en regiones codificantes del DNA. La importancia de la reparacion de material polinucleotidico

estriba directamente la conservacion de la informacién genética (Silvestrov et al., 2014)

AlkB es un gen inducible a agentes alquilantes y se puede ver como una respuesta adaptativa al dafio
en el material genético. Este gen codifica para una enzima involucrada en la reparacion al DNA, que corrige
la alquilacién inducida por agentes del tipo Sx2. Sin embargo, AIkB repara principalmente lesiones generadas
en una sola hebra de DNA, siendo 1-metiladenina (ImeA) el sustrato con mayor frecuencia de
reconocimiento y catalisis que 3-metilcitosina (3meC) (Sedwick et al, 2007) La razén de que estas lesiones
no ocurran en una doble hebra de DNA debido a que los anillos de nitrégeno en la doble hélice son protegidos

por la otra hebra complementaria de DNA.

La correccidn del sustituyente alquilo (grupos metilo) de ImeA y 3meC en una sola hebra de DNA
requiere de manera estricta de Fe** y 20G. El grupo metil unido al anillo de nitrégeno es hidroxilado con un
intermediario oxi-ferril. El producto de la reaccién es reactivo y se descompone facilmente, y es retirado
como formaldehido, y la base dafiada es regenerada. Se consume oxigeno molecular y el co-sustrato, 20G, se

convierte en succinato y en CO, (Vagbg et al. 2013) (Figura 9)

A partir del estudio de AIkB en E. coli, se reconoce que los organismos anaerobios no pueden
emplear esta estrategia de reparacién contra estos dafios del tipo alquilante, y que estos deberian usar
procesos que una enzima tipo-polimerasa, una reparacion por escisién de bases o la remocién directa de
ImeA o 3meC por mecanismos desconocidos. No se han detectado homoélogos en el dominio celular Archaea

(Sedgwick et al., 2007)
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Figura 9. De lado izquierdo se ilustra el anillo de nitrégeno de la adenina con un grupo alquilo, metilo formando la 1-
metiladenina (reaccién superior) y la citosina con un grupo sustituyente metilo formando 3-meC (reaccién inferior). Es
ilustrada la dependencia de O2, Fe** y 20G como co-sustrato para después hidroxilar el grupo metilo en ambas bases
modificadas. La base es restaurada y se libera CO2 y el 20G cambia a succinato y se forma formaldehido.Tomado
de.Vagbg et al. 2013)

Aunque la especificidad de AlkB no es absoluta, el mejor sustrato para esta enzima es DNA de una
sola hebra que contenga ImeA y 3meC. El trinucledtido d(1-meA-T) es también un buen sustrato. AlkB no
requiere un poli-desoxirribonuleotido para tener actividad. Puede actuar en nucledsidos metilados y en 3’-
mononucle6tidos, aunque con una eficiencia pobre y mucho menos en un 5’-monucleétido. Otros sustratos,
como productos de alquilaciones de DNA son 3-metiltimina (3meT) y 1-metilguanina (1meG) también

pueden ser reparados pero la de-metilacion es menos eficiente que sus sustratos principales ImeA y 3meC.

Al igual que AlkB en E. coli, los homdélogos en humanos actian en el mismo sustrato 1meA y
3meC, pero pueden actuar en DNA de una doble hebra y en DNA de una sola hebra. ABH2 tiene una afinidad
mayor por una doble hebra de DNA y, al contrario, como AlkB y ABH3 tienen una afinidad definida a una
sola hebra de DNA. ABH?2 repara con mayor eficiencia 1meA y con una menor eficiencia 3meC, y al
contrario ABH3 repara con mayor eficiencia 3meaC y no a 1lmeA, hay evidencia de esta relacién en

homélogos de AlkB del ratéon (Sedgwick et al., 2007:2004)

Los andlisis in vitro en los que se evaluaban las constantes de Michaelis-Menten de una serie de
bases alquiladas muestran una alta actividad de reparacion de N1- metiladenina (m1A) y N3-metilcitosina
(m3C), comparado con la baja actividad en reparar 1,N°-etenoadenina(Frick ef al., 2007; Mishina ef al., 2005
y con una actividad nula en N1-metilguanina o N3-metiltimina (Figura 10) Bomina et a/. (2009) analizaron y
observaron dos conformaciones globales discretas de AlkB donde la diferencia radica en la capacidad de
difusién de O2 mediante un “tinel” que controla la entrada al sitio activo. Las interacciones estéricas entre una
serie de loops son las responsables de este control de entrada al sitio activo, lo que sugiere un mecanismo

plausible para prevenir el anclaje de O2 antes de la unién del nucledtido.
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Figura 10. Estructuras de los sustratos de AlkB. Las lesiones que repara AlkB estan en color rojo. Tomado de Bomina et al. (2009)

2.6 Estructuras cristalograficas de AlkB y sus homologos

Por interés de este trabajo, se buscé en la literatura trabajos de cristalografia reportados para AlkB y
sus homodlogos. Existen complejos de enzima-sustrato de AlkB con estructura terciaria resuelta obtenidos por
Sedgwick et al. (2007) que han ayudado a revelar detalles del proceso de desmetilacion del DNA y que
también han permitido concluir que los 11 residuos de aminodcidos ubicados en la parte N-terminal no son
requeridos para la actividad enzimatica. Para llevar a cabo este trabajo se realiz6 una busqueda en RSCB
PDB y en PDB-EMBL-EBI y se encontraron cristales de AIkB de una resolucién < 2.6 A. En estos datos estan

representados los dos dominios celulares, Eukarya y Bacteria, en donde se ha reportado la presencia de AlkB.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Analizar desde el punto de vista evolutivo el sistema de reparacion de polinucledtidos dependiente de oxigeno

AlkB'y sus homdlogos
3.2 Objetivos particulares

I.  Formar una base de datos con las secuencias propuestas por Aravind & Koonin (2001) y contrastar el

analisis con secuencias de proteinas y estructuras terciarias
II. Realizar una filogenia de la familia de las 20G-Fe(Il) oxigenasas.
III. Tratar de establecer un fechamiento relativo del surgimiento de los homdlogos de AlkB

IV. Discutir el significado bioldgico y la historia evolutiva de AlkB y sus homologos
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4. Metodologia (Figura 10)

4.1 Andlisis con secuencias de residuos de aminod cidos

L Se colectaron las secuencias homoélogas de AlkB de acuerdo a Aravind & Koonin (2001), mediante
BLAST (blastp) con un e-value < 1x10° en los Reference Proteomes y se tomaron sélo las

secuencias de Reviewed(Swiss-Prot) de la base de datos UniProt.

II. Se cur6 a mano y se recortaron las secuencias de las proteinas multidominio revisando la
correspondencia del dominio 20G Fe(Il) en la base de datos pfam mediante Ammscan, para obtener

las secuencias que optimizaran el alineamiento local para cada grupo de homologos.

III. Se realiz6 un alineamiento multiple de estructura secundaria en linea en el servidor PROMALS 3D

(Pei y Grishin., 2007) y se envio al servidor ProtTest

(http://darwin.uvigo.es/software/prottest2_server.html) para calcular su modelo evolutivo.

IV. Se obtuvo la filogénia mas verosimil mediante maxima verosimilitud con PhyML 3.1 con el modelo

de evolucion de proteinas WAG y una prueba estadistica de remuestreo de 500 Bootstraping (Figura
11)
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Figura 10. Metodologia
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III.

4.2 Andlisis evolutivo de AIkB y sus homdlogos a partir de sus estructuras terciarias

L.

IL.

Mediante una busqueda en la base de datos de cristales de proteinas RCSB-PDB, se coleccionaron

los cristales disponibles para AlkB y sus homoélogos.

Se realizaron alineamientos estructurales pareados usando el servidor FATCAT-RIGID pairwise
aligment (http://fatcat.sanfordburnham.org/fatcat-cgi/cgi/fatcat.pl?-func=pairwise) para evaluar el
alineamiento estructural del dominio 20G-Fe(II)_Oxy y de los residuos cataliticos siguiendo una

metodologia similar a Jacome ef al., 2015 y Salazar, A., 2015

Se coleccionaron imagenes de cada alineamiento estructural
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5. Resultados

5.1 Del analisis de las secuencias de aminoacidos

Algunas secuencias utilizadas por Aravind y Koonin (2001) para describir los homélogos de AlkB mediante
PSI-BLAST, ya no estin disponibles en el NCBI por lo que de la base de datos Uniprot, se extrajeron las
secuencias ya no disponibles en el NCBI. Lanzando una secuencia por homélogo de AlkB, se obtuvieron mas

secuencias (al menos tres) mediante un BLAST e-value < 1x10 °.

La revision y curacién a mano de tres secuencias (por cada OTU), mostré la presencia en todas ellas
del dominio 20G-Fe(II)_Oxy bajo el modelo de pfam, sin embargo, hay dos homdlogos de AlkB que tienen
un dominio proteinico adicional. En la Tabla 2. estan las proteinas con dominios pfam adicionales al dominio

20G-Fe(II)_Oxy.

Si bien en la metodologia se afirma que se tomaron sélo secuencias Reviewed, Swiss-Prot, las
proteinas SanC, SanF y YbiX, no estan aun revisadas en Uniprot (Diciembre 2015). A pesar de ello, se
coleccionaron las secuencias. Una vez coleccionadas, se curaron a mano para evitar errores de anotacion de la

base de datos, obteniendo una proporcion de tres secuencias por OTU para alinear las secuencias.

Tabla 2. Dominios adicionales a 20G-Fe(II)_Oxy en homologos de AlkB.

PROTEINA Dominio(s) adicionales pfam
Isopenicillin N-Synthase DIOX_N
RNA replicase viral_helicasel/RdRP_2/Vmethyltransf
El alineamiento fue luego convertido a formato phylip 3 en

http://www.ebi.ac.uk/Tools/sfc/emboss_seqret/ para construir una filogenia con la paqueteria PhyML 3.1, el
modelo de evoluciéon WAG para proteinas sugerido por ProtTest, a-2.47 y con una prueba de 500 bootstrap

(Figura 11)
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Figura 11. Fenograma de la familia “20G-Fe(II) oxygenase superfamily”’construido con PhyML 3.1,-WAG-, a=2.47, 500 Bootraps.

Al enviar las secuencias de los homologos de AlkB ya curadas al servidlor PROMALS 3D para
predecir su estructura secundaria, el servidor PROMALS 3D realiz6 un PSI-BLAST, iterando tres veces la
busqueda de homdlogos e incluyendo nuevos homdélogos remotos con un corte de 0.001 y el parametro para
alinear PROMALS, mas preciso pero mas tardado que MAFFT. El archivo de salida c/ustal fue analizado con
JalView Version 2 y editado con EasyDraw . Destacan los residuos H, D y H propios del dominio 20G-

Fe(IT)_Oxy (ver Figura 12).
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5.2 Del analisis con estructuras terciarias

En la base de datos RCSB-PDB se buscaron cristales tanto de AlkB y sus homologos. No todos los
homologos estan cristalizados hasta la fecha de este trabajo, aun asi se coleccionaron los cristales
disponibles que a continuacion se enlistan tomando en cuenta el organismo de donde fue extraida la

proteina, su funcién enzimatica y la resolucion del cristal.

Tabla 3. Cristales de AlkB y sus homdlogos coleccionados y analizados. Tomada de
RCSB-PDB (coleccionado en diciembre 2015 y traducido al espafiol)

PDBID | Organismo Funcién Resolucion
3KHB | Escherichia coli OXIDOREDUCTASA, 294
AlKB
EC 1.14.11.33

DNA demetilasa oxidativa

DNA-base-CHj; + 2-oxoglutarato + O, = DNA-base + formaldehido +

succinato + CO;
11PS Aspergillus nidulans OXIDOREDUCTASA 254

Isopenicilin N-Sintasa

EC1.21.3.1
N-[(5S)-5-amino-5-carboxipentanoil]-L-cysteinil-D-valina + O, = isopenicilin
N+2 HzO
4QKD Homo sapiens OXIDOREDUCTASA, 1.354

ALKBH7

EC 11411

e?

Con 2-oxoglutarato como un donador e incorporacién de un dtomo de oxigeno
dentro. Necrosis mitocondrial.
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4NJ4

Homo sapiens

OXIDOREDUCTASA

ALKHS

EC114.11

Con 2-oxoglutarato como un donador e incorporacién de un atomo de

oxigeno dentro RNA demetilasa

2.02A

4MG2

Homo sapiens

OXIDOREDUCTASA

ALKBH2

DNA demetilasa oxidativa

EC1.14.11.33

DNA-base-CH; + 2-oxoglutarat + O, = DNA-base + formaldehido +

succinato + CO,

2IUW

Escherichia coli

OXIDOREDUCTASA

ALKBH3

EC1.14.11

Con 2-oxoglutarato como un donador e incorporacién de un atomo de

oxigeno dentro RNA/DNA enzima de reparacion(2015)

154

2HBT

Homo sapiens

OXIDOREDUCTASA

Factor de hipoxia inducible-prolina dioxigenasa.

EGLN-1

EC1.14.11.29

Factor-hipoxia-inducible -L-prolina + 2-oxoglutarato + O2 = factor hipoxia-

inducible - trans-4-hidroxi-L-prolina + succinato + CO:

1.6 A
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6. Discusion

6.1 Implicaciones del estudio comparativo de la estructura primaria de ALB 'y sus

homalogos

Existen metodologias y modelos evolutivos adecuados para estudiar la evolucién de una proteina a nivel de
estructura primaria, calculando la divergencia en funcién de la probabilidad de cambio de un aminoacido por
otro en distintos escenarios posibles. Sin embargo, las proteinas estan sujetas a distintas presiones evolutivas
y a eventos azarosos que podemos inferir con estos modelos, pero no podemos asegurar que su historia
evolutiva haya sido asi. Los cambios en secuencias de proteinas son menos probable en comparacién con el
DNA. Si bien, la evolucién proteinica es de naturaleza distinta a la evolucién del DNA o RNA, la
funcionalidad total de un sistema o familia de proteinas puede verse afectado mediante procesos de mutacion

en el material genético.

La determinacion de la tasa evolutiva de una proteina es hoy la herramienta general para cuantificar
la importancia de la seleccién natural y la deriva génica, asi como para identificar fuerzas selectivas en los
datos genémicos. El modelo de sustitucién mdas simple supone que todos los tipos de sustitucion de
aminodacidos son iguales y que estas sustituciones siguen una distribuciéon de Poisson. Sin embargo, las
sustituciones ocurren con mayor frecuencia entre aminodcidos con propiedades bioquimicas similares.
Matrices empiricas, como BLOSUM y PAM, han analizado grandes colecciones de datos de proteinas
mediante alineamientos multiples y criterios estadisticos, para calcular la probabilidad de cambio de un
aminodcido por otro; estas matrices pueden ser elegidas en funcién de la naturaleza de las secuencias que se

estén estudiando (Pal er a/,. 2006; Henikoff ef al., 1992)

(Qué ocurre con aquellos datos bioldgicos que sugieren un origen temporal proteinico particular en
donde no tenemos certeza si los modelos como las matrices de sustitucion empiricas son capaces de

reconstruir la historia de la proteina en cuestién?

;Qué ocurre con aquellas proteinas que han tenido procesos divergentes y que una regién conservada

ya no esta representada en estructura primaria?

Si una estructura primaria de una proteina ha divergido sustancialmente, ;la homologia esta
representada en gran parte por el plegamiento conservado en estructura terciaria y posiblemente en un

mecanismo catalitico similar?

Evidentemente, todos estos modelos de evolucién de proteinas tienen limitaciones particulares y
ninguno contempla la historia evolutiva total o completa de un grupo de proteinas en particular. Este el caso

del dominio 20G-Fe(II)_Oxy, de interés en este estudio.
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De las proteinas descritas por Aravind y Koonin (2001), la Isopenicilina N-Sintasa y la RNA
replicasa viral, poseen en su arquitectura proteinica de dominios de acuerdo a la base de datos pfam mas de
un dominio y por lo tanto son proteinas multidominio. Al observar el apartado de resultados, se puede

identificar el intervalo que corresponde a cada uno de los dominios en estas proteinas multidominio.

Como se ha descrito en la metodologia, estas proteinas fueron lanzadas mediante Ammscan, para
verificar el contenido del domino “20G-Fe(II) oxygenase_Oxy”. Al realizar un primer alineamiento multiple
por metodologias tradicionales como Muscle, Clustal y Mafft, los resultados eran cadticos y sin identidades
observables, lo que incluso se reflejaba en los aminoacidos cataliticos como las dos histidinas y el acido
aspartico, que de acuerdo con la literatura son residuos de aminoacidos que coordinan el Fe II catalitico
(Silvestrov et al., 2014; Sundheim ef al, 2006). He ahi una limitante a los métodos tradicionales que son
Optimos para proteinas con una Unica funcionalidad y un dominio pfam. El surgimiento de nuevas
propiedades cataliticas y, mas aun, la adiciéon de un dominio parecen tener un papel, preponderante al

considerar el estudio evolutivo de proteinas con la naturaleza del dominio en cuestion.

Debido a que el material que se ha analizado contiene tanto proteinas multidominio y proteinas
monodominio, se alinearon con algoritmos tradicionales como Muscle, Clustal y Mafft para generar un
fenograma que no dio resultados 6ptimos en la reconstruccion de la historia evolutiva de nuestro dominio de
interés. Esto es facil de comprender, ya que los dominios adicionales posteriores son agregados evolutivos

que permiten a distinguir unas de otras proteinas, provocando agrupamientos sin un sentido evolutivo per se.

A lo anterior, cada una de las secuencias fue enviada a pfam para tomar el criterio de identificacion
de intervalo en la secuencia global de aminoacidos que envuelve a dominio 20G-Fe(Il) oxygenase_Oxy
(Apéndice 9.2). Esto se curd a mano, conservando s6lo el intervalo en la secuencia que envuelve al dominio
en cuestion. Ello generd una mayor certidumbre durante la alineacién multiple, lo que permitié encontrar

regiones conservadas y los aminodacidos cataliticos conservados.

Como puede observarse en los resultados, el tamafio de las secuencias conservadas de las proteinas
multidominio tiene una longitud variable, en donde la RNA replicasa viral es la proteina mas grande con tres
dominios. La AlkB procarionte de Escherichia coli, posee un solo dominio, al igual que la AlkB eucarionte de
Homo sapiens 'y de Arabidopsis thaliana, a pesar de ser homodlogos funcionales del dominio 20G-Fe(II)_Oxy.
Al finalizar el corte de todas las secuencias bajo el algoritmo de Ammrscan, el tamafio se redujo, y en
promedio, el dominio 20G-Fe(II)_Oxy resultante posee una longitud de 132 residuos aminoacidos. Como se
puede ver, el alineamiento multiple, a pesar de haber retirado los dominios adicionales en proteinas
multidominio y estar bajo el modelo de dominos Ammr-pfam, el dominio 20G-Fe(II)_Oxy no muestra
grandes regiones conservadas (identidades). Sin embargo, se alinean las dos histidinas y el acido aspartico
que coordinan el Fe(Il) en el plegamiento jel/ly roll caracteristico del dominio 20G-Fe(II)_Oxy (Silvestrov et

al. 2014; Sundheim et al., 2006)
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El alineamiento multiple permiti6é hacer una prediccién de estructura secundaria usando PROMALS
3D para el dominio 20G_Fe(II)_Oxy. Esto es consistente con el resultado de Yu et al., (2006), lo que sugiere
que la cristalizacién de los complejos cataliticos de AlkB asigna a las enzimas que contienen el dominio
20G-Fe(II)_Oxy, en la regién carboxi-terminal, un core de ocho hojas-beta formando un plegamiento

“jellyroll”.

Segun Sundheim et al, (2006) al cristalizar el homdlogo ABH3, la estructura revela que en el
dominio 20G-Fe(II)_Oxy, esta directamente involucrado en la coordinacién de un centro activo catalitico de
Fe(Il) que descansa en una regla His'-X-Asp-Xn-His®. Esto es totalmente coherente con los resultados y el
alineamiento multiple de las secuencias de los homélogos de AlkB. Desde el origen del dominio 20G-
Fe(II)_Oxy, posiblemente, diversas fuerzas evolutivas como la deriva génica, han conducido a la variabilidad
de la secuencia del dominio, pero siempre manteniendo la regla His'-X-Asp-Xa-His? (ver pagina 23 y

resultados)

La filogenia (Figura 11 y 13) fue enraizada con AlkB de Escherichia coli, mostrando claramente

como las enzimas AlkB procariontes se agrupan junto a las AIlkBH humanas y de otros eucariontes
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Esta agrupacidn implica una posible ancestria comin de estas enzimas reparadoras procariontes y
una posterior transferencia horizontal de esta enzima a los eucariontes y posteriores divergencias en enzimas
homologas de AlkB como las AIkBH en humanos. Ougland et a/, (2015), hicieron una revisién de las
funciones de los homdlogos de AlkB, estas funciones no son las mismas, y abarcan un espectro funcional que
involucra problemas de salud como la obesidad, la sensibilidad a la inflamacion, la infertilidad, el crecimiento
retardado y multiples deformaciones en humanos. La ramas contenidas dentro de un recuadro rojo (Figura
13), tienen un valor <50% de bootstraps (500, - 250), por lo que no tenemos certidumbre de la agrupacioén de
estas dos ramas y no podemos con esta metodologia proponer relaciones evolutivas con un soporte estadistico
robusto de al menos 50% de los bootstraps salvo la ancestria comuin del dominio contenido en todas las

enzimas pertenecientes al grupo de la enzima AlkB.

6.2 Implicaciones del uso de estructura terciaria para analizar la homologia del

dominio 20G-Fe(II)_Oxy

Como se ha discutido en el punto anterior, se ha sugerido que el centro catalitico de las enzimas que
contienen el dominio 20G-Fe(II)_Oxy, es una plegamiento jelly rol/ de ocho hojas-beta. Diversos trabajos,
han analizado no sdlo a la AlkB procarionte, sino que también han cristalizado homdlogos, principalmente
humanos, cuya funcién en la mayoria de los casos no ha sido analizada. De hecho Sedwick (2004), ha hecho
una revision muy amplia de las propiedades cataliticas de las enzimas AlkB y sus homdélogos, y propone un
alineamiento multiple donde no muestra las ocho hojas-beta que Yu ef al. (2006) proponen. En contraste, el
trabajo de Wang et al, (2014), para los homdlogos de AIkBH7 (una enzima descrita en humanos), propone

hasta diez hojas-beta en el plegamiento.

El predictor de estructura secundaria de PROMALS 3D discrimina visualmente sdlo seis hojas-beta.
Contrastando con la bibliografia, es posible que la deficiencia se deba a que el predictor no posee la
sensibilidad necesaria para calcular con precision los plegamientos reales o bien, que en algun intervalo de

prediccion, no logra discriminar visualmente dos posibles hojas-beta contiguas.

La cristalizacién de proteinas nos da un acercamiento mas preciso a los plegamientos reales de la
misma proteina. Los homdlogos de AlkB han divergido de tal manera que ha sido necesario apoyarse en
prediccidn de estructura secundaria y cristales de los mismos para proponer un origen en comun del dominio
20G-Fe(Il) Oxy. Una forma de confirmar la conservacion y, por lo tanto, robustecer la propuesta de
homologia de un dominio en cuestidn, es la comparacion pareada de los cristales disponibles bajo el supuesto
de que la divergencia actiia en un sentido que la mutacién modifica la secuencia de aminodacidos. Sin
embargo, las propiedades fisico-quimicas de los aminodcidos equivalentes o similares, son seleccionadas

dando como resultado una conservacién del plegamiento-estructura espacial.

El andlisis con estructura terciaria (ver Apéndice de resultados 9.2 y Amndlisis con estructuras

terciarias 5.2), ha confirmado la hip6tesis de la homologia del dominio 20G-Fe(II). Al observar las graficas
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del alineamiento espacial, sin considerar el alineamiento en secuencias, hay una clara correlacion lineal en
todos los alineamientos estructurales. Si bien la correlacién lineal es interrumpida por gaps, hay una relacién
clara. Un instrumento estadistico del servidor FATCAT (p-value) fue usado para evaluar la significacion (que
no haya sido un resultado debido al azar) de una similitud estructural. Los valores < 0.05 son
significativamente similares. En consecuencia, al realizar los alineamientos pareados de cada una de las
estructuras de cristales de homologos de AlkB, bajo el parametro estadistico de FATCAT, todos los
alineamientos pareados de los cristales resultaron significativamente similares. Podemos pensar, pues, que la
disposicion espacial de las proteinas homoélogas a AlkB propuestas por Aravind y Koonin (2001) mediante
una iteracion PSI-BLAST, mantienen una conservacion también estructural. En el Apéndice de resultados (
9.2), quedan perfectamente espacialmente alineados los residuos de la regla His'-X-Asp-Xa-His? y se ven

marcados en un cuadro.

6.3 Implicaciones bioldgicas y evolutivas del dominio 20G-Fe(II)_Oxy

La dependencia funcional del dominio 20G-Fe(I)_Oxy respecto al oxigeno molecular O: tiene
implicaciones temporales en el origen del mismo. El Gran Evento Oxidativo (GOE), marca el inicio de uno de
los cambios mas severos y significativos en la historia geoldgica y bioldgica en la Tierra. Es imposible
suponer que AlkB jugoé un papel en el mantenimiento de la integridad del material genético DNA/RNA antes
del Gran Evento Oxidativo, hace aproximadamente 2,500 millones de afios, o en la etapa 2 de Holland (2006).
Al ser un periodo de acumulacion de oxigeno molecular en la atmoésfera y en los océanos gradual y
heterogéneo, el origen del dominio tendria que tener lugar en un periodo de acumulacién homogénea en la
atmosfera o mares primitivos o bien, surgir en un entorno con presion parcial de O: suficiente para llevar a

cabo la funcién enzimatica.

Como lo muestra la Figura 13, el origen del dominio debe haber ocurrido luego del Gran Evento
Oxidativo. Después de surgir como un dominio que coordina la catdlisis mediante la inclusion de 2-
oxoglutarato, que se puede acumular por la desanimacién de acido glutdmico o la descarboxilacion del
isocitrato en el ciclo de Krebs (Meléndez-Hevia ef a/,. 1996)- al igual que la inclusidn de Oy la coordinacion
de Fe(II), el reconocimiento del esqueleto polianidico del DNA o RNA debié estar fuertemente ligado a la

evolucion de la reaccidon enzimatica.
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Figura 13. Representacion grafica de la posible evolucion del dominio 20G-Fe(II)_Oxy. El origen del dominio 20G_Fe(II)_Oxy sélo
pudo ocurrir después del Gran Evento Oxidativo (hace 2.5-2.3 Gyr). Por una posible transferencia horizontal se estableci6 en eucariontes
y tuvo eventos divergentes. El origen de los eumetazoarios pudo tener lugar al existir una enzima que hidroxilara a la colagena. Figura

realizada con EasyDraw para este trabajo.

Westbye et al (2008), han sugerido que el homOlogo AlkBHI1 es una proteina mitocondrial que
principalmente demetila DNA y RNA. Las primeras aproximaciones mediante un BLASTP en este trabajo y
la informacién que Westbye et al., 2008 sugieren que el origen de los demds homdlogos AIkBH es
mitocondrial. La Figura 11 nos puede estar indicando una posible transferencia horizontal de las bacterias
hacia los eucariontes pero excluyendo a las arqueas en este evento pues este grupo carece de homodlogos de

AlkB.

37



Al menos para AlIkB de Escherichia coli, se tiene claro cuales son los residuos tienen interaccién con
el esqueleto de DNA. Se ha propuesto una cavidad exclusiva para la difusién del O2. La coordinacién del Fe
por los residuos His, Asp, His no es exclusiva de este i6n metalico. Los remplazamientos experimentales con
Co(II) o Mn(II) han producido una estructura similar. Se ha sugerido que AlkB posee un disefio molecular
“elegante” que es flexible gracias a una estructura segmentada lo que reconoce esqueletos invariantes de
acidos nucleicos, y que produjo gran afinidad y habilidad a gran diversidad de bases modificadas en su ntcleo
catalitico. Las adaptaciones estructurales contribuyen a la promiscuidad de la enzima en la reparacion para

mantener la eficiencia catalitica para diversos sustratos.(Yu ef al., 2006; Yu y Hunt., 2009).

El reconocimiento del DNA por parte de AlkB ocurre en el complejo AlkB-dsDNA muestra que las
bases que flanquean una lesiéon como 1-meAdenina, son “exprimidas”, de tal manera que se apila una sobre
otra a una distancia de 3.4 A. Posteriormente, un azticar se invierte y es forzada por los residuos 51-52 (Thr-

Pro-Gly) formando finalmente un puente de hidrégeno con el fosfato despejado (Yang et al., 2008).

Probablemente, la promiscuidad del sustrato es la responsable del éxito de esta enzima y la
propagacién de su dominio en diversas funciones monodominio. SanC y SanF son genes que se han descrito
en Streptomyces ansochromogenes y estan involucrados en la sintesis de nicomicina, un antifingico que
inhibe la sintesis de quinina (Xu y Tan., 2003; Chen ef a/.,2000). En otro sentido, YbiX fue descrito en una
comparacién gendmica entre Escherichia coli K-12 'y Shigella flexneri donde se analizan ideas en torno a la
patogenicidad (Jin et al, 2002). La funcidon de novo de Isopenicilina N-Sintasa, es otro claro ejemplo del
éxito evolutivo del dominio 20G-Fe(II)_Oxy. La adicién posterior del dominio pfam DIOX_N tiene una

significacia en una de las fases de sintesis de penicilina (Figura 14)
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Figura 14. Tomado y modificado de Ozcengiz y Demain (2013) Biosintesis de penicilina G por Penicillium chrysogenum, Acremonium

chrysogenum y Streptomyces clavulierus respectivamente. Se seflala en un cuadro rojo a Isopenicillin N-Synthase.
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La reaccion catalizada por la isopenicilina N-sintasa, (N-((5S)-5-amino-5-carboxipentanoil)-L-
cisteinil-D-valina + Oz = isopenicilina N + 2 H20), igualmente es dependiente de O2lo que restringe también
el origen posterior al Gran Evento Oxidativo y en una temporalidad al menos posterior al Cambrico, periodo
geoldgico donde se ha propuesto el comienzo de la colonizacion terrestre de los hongos(Brundrett et al.,

2002; James et al., 2006; Schoch et al., 2009).

Ademads de la sintesis de la isopenicilina, existe otro proceso de catélisis donde un homoélogo de
AIkB juega un papel critico en el tejido de los animales, la biosintesis de colagena. La colagena es el
componente principal del espacio extracelular en tejidos conectivos propios de animales y probablemente
estaba presente en el ancestro comun de los metazoarios (Urmetazoa) que ha sido propuesto como un
organismo similar al phylum Porifera. Durante los ultimos afios, cDNA’s que codifican a proteinas
involucradas en interacciones célula-célula, célula tejido han sido clonados de esponjas, lo que ha permitido
la identificacion de elementos de la matriz extracelular. Estos datos confirman que todos los metazoarios

probablemente descienden de un ancestro comun.

En las esponjas, el espacio (mesohilo) entre la capa externa (picanodermo) y la capa interna
(coanodermo) no es una mezcla homogénea sino que estd compuesta de colagena, moléculas tipo-
fibronectina y dermatopontina (Miiller., 2003). La existencia de moléculas de adhesién probablemente

permitio el surgimiento de un organismo colonial (Figura 15)
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Los primeros fosiles de poriferos y de varios grupos de eumetazoarios no se encuentran en el registro
fosil sino hasta el inicio del Cambrico, cuando tuvo lugar la llamada “Explosiéon del Cambrico” hace
alrededor de 541 millones de afios (Shu et al., 2014). Es posible que el surgimiento de la sintesis de colagena
en cuya biosintesis participan la prolyl y la lysil 4(3)-hidroxilasas, tuvo sus inicios evolutivos incluso mucho
antes de la explosion del Cambrico, hace 583 millones de afios pero el registro fosil es incierto para la fauna

de Ediacara.

En otro sentido, la propuesta de Logan y Poole (2005) involucran una premisa en la evolucion
temprana de la reparacién de RNA y la presencia directa de un sistema de dioxigenasas en el Last Universal
Common Ancestor (LUCA). “...primero, un compendio de argumentos han tomado lugar en la reparacion de
RNA como una caracteristica de LUCA...”, ... Bajo este escenario, la reparacion genOmica de RNA debe ser
considerada como un paso en la transicion RNA a DNA...” Poole y Logan, sin embargo, han ignorado la
ausencia de Oz en etapas evolutivas cercanas a LUCA, lo que hace imposible la existencia de un sistema tipo
AlkB dependiente de O, para ese momento. La edicion de DNA pudo haber surgido incluso antes de un

sistema de reparaciOn directa de DNA como AlkB, ya que no hay una dependencia de Oz para su

funcionamiento (Figura 16)
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Imagen 16. Modificado de Becerra et al. 2007 LCA (LUCA), la edicién de DNA vy la evolucion de AlkB.

Es evidente que el oxigeno abrié grandes posibilidades de utilizar su potencial electronegativo como
auxiliar en las reacciones enzimaticas, no s6lo de forma directa de este elemento como ocurre en AlkB y sus
homologos, sino también indirectamente como producto blanco en el acarreamiento del elemento por

hemoglobinas o hemeritrinas.
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7.Conclusiones

1. La gran divergencia en secuencia de aminodcidos plantea un reto en el andlisis e
identificacion de entidades homologas. Metodologias como la predicciOn de estructura
secundaria, y alineamientos estructurales, pueden abrir una nueva alternativa de analisis donde la
premisa es la conservacion estructural-espacial.

2. El dominio 20G-Fe(Il) debi6é surgir después del Gran Evento Oxidativo, cuando las
presiones parciales de O, permitieran la catalisis enzimatica de las proteinas con el dominio 20G-
Fe(II) Oxy.

3. El surgimiento de la penicilina también esta restringido temporalmente por la disposicion

del O, libre, y después de la aparicion del ancestro comin de hongos y animales, al igual que
todos los homologos de AlkB y los homologos del dominio 20G-Fe(Il) Oxy.

4, La sintesis de coldgena es un evento medular en el origen de los metazoarios. El que las
enzimas responsables de la hidroxilacion de los residuos de prolina y lisina contengan el dominio
20G-Fe(Il)_oxy ayuda a comprender porqué los animales surgieron hace no mas de 541 millones
de aflos.

5. La ausencia de homoélogos del dominio 20G-Fe(II) Oxy en el dominio Arquea nos plantea
una o varias barreras ecoldgicas durante la historia evolutiva del dominio en cuestion. Esto
debilita la hipotesis de Poole y Logan (2005) ya que si LCA hubiera tenido la capacidad de
reparar material genético dependiente de oxigeno deberia entonces haber homologos en el
dominio celular Archea.

6. Los sistemas de edicion de DNA, al no depender de oxigeno molecular, pueden haberse
originado incluso antes del Gran Evento Oxidativo y ser mas antigua la edicion de DNA que la
reparacion directa del DNA por AlkB

7. La diversidad de reacciones enzimaticas en donde el oxigeno estd involucrado nos

demuestra el fascinante aprovechamiento evolutivo de una presion evolutiva tan intensa después
del Gran Evento Oxidativo.
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9.Apéndice
9.1 Bases de datos consultadas

Pfam

Direccidén web: http://pfam.xfam.org/

Los modelos de cadena de Markov (HMM en inglés), son usados para la inferencia estadistica de homologia,
se construyen modelos representativos de secuencias curadas que definen a una familia de proteinas. Una
semilla de alta calidad es esencial lo que provee las bases de las frecuencias posicion-especifica de
aminodcidos, los gaps y las longitudes de los parametros en el perfil de cadena de Markov. Las regiones de la
secuencia obtienen un umbral curado para evitar falsos positivos (o cercanos al umbral) . Las entradas curadas
estan referenciadas como entradas Pfam-A. El perfil HMM es construido usando HMMER software suite
(htto://hmmer.janelia.org).

Pfam est4 disponible en los servidores del Reino Unido (http://pfam.sanger.ac.uk/) y en los Estados Unidos de

Norteamérica (http://pfam.janelia.org/), es comuinmente usada como una base de datos de familias de

proteinas conteniendo (2014) 14831 entradas curadas manualmente en la versiéon 27.0. Desde su ultima
actualizacion (2 afios antes de 2014), se han generado 1182 nuevas familias y se han mantenido la cobertura
de secuencias de UniProtKnowledgebase (UniProtKM) cercano al 80% a pesar del incremento del 50% en
secuencias de la mencionada base de datos. En contraste con versiones anteriores, ahora se proveen
alineamientos basados en cuatro diferentes bases de datos de proteomas y una nueva interface de busqueda

de DNA. Recientemente, se han agregado estructuras 3D cristalograficas a Pfam.

Hmmer

El sitio web HMMER esta disponible en http://www.ebi.ac.ik/Tools/hmmer/, provee aceso algoritmos de

busqueda de homologos protéicos encontrados en el software HMMER. Desde su primera aparicion en 2011,
el repertorio de busqueda ha sido expandido al incluir busquedas iterativas con jackhmmer. El continuo
crecimiento de las bases de datos representa que las tabulaciones tradicionales de la significancia de las
secuencias hits pueden ser abrumadoras al usuario. En consecuencia, otras vias adicionales de busqueda de
homologia han sido desarrolladas permitiendo observar la distribucion taxonomica o la arquitectura de
dominios. Las representaciones taxonomicas y de arquitectura de dominios pueden ser usadas en
combinacion con un filtrado de acuerdo a las necesidades del usuario. Las busquedas pueden incluso estar
restringidas antes con un filtro taxonémico, el cual no solamente asegura que los resultados son especificos al
grupo taxonomico solicitado sino que también mejoran la busqueda. El repertorio de perfiles de cadena de
Markov que son usados para la anotacion de las secuencias query con familias de proteinas y dominios han
sido expandidas para incluir librerias de CATH-Gene-D, PIRSF,Superfamily y TIGRFAMs. El servidor esta
alojado en el Instituto Europeo de Bioinformatica EMBL-EBI.
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http://pfam.xfam.org/
http://pfam.sanger.ac.uk/
http://pfam.janelia.org/
http://www.ebi.ac.ik/Tools/hmmer/

Ultima modificacion del 28 agosto de 2015

El Recurso Universal de Proteina (UniProt), es un recurso comprensivo de secuencias de proteinas y sus
anotaciones. Las bases de datos UniProt son: UniProt Knowledgebase (UniProtKB), Clusters de referencia

UniProt (UniRef) y el Archivo UniProt (UniParc).

UniProt es el resultado de una colaboracion entre el Instituto de Bioinformatica Europeo (EMBL-
EBI), el Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB) y el Recurso de Informacion de Proteinas (PIR). A través de
tres instituciones y mas de 100 personas, estan involucradas en diferentes tareas como la curacion de la base

de datos, desarrollo de software y apoyo.

EMBL-EBI junto con SIB, han producido Swiss-Prot y TTEMBL mientras PIR ha producido la Base
de Datos (PIR-PSD). Estos dos sets de datos coexisten con diferentes coberturas en secuencias de proteinas y
prioridades de anotacion. TrEMBL (Datos de Secuencias de Nucleotidos Traducidos EMBL) fue
originalmente creada porque las secuencias generadas excedieron la capacidad de Swiss-Prot. Mientras tanto,
PIR mantuvo el PIR-PSD vy las bases de datos relacionadas, incluyendo iProClass, una base de datos de
secuencias de proteinas y familias curadas. En 2002, tres institutos decidieron invertir y crear el consorcio

UniProt.

El consorcio UniProt es liderado por Alex Bateman y loannis Cenarios, apoyados por el equipo clave

y reciben valiosos datos por un consejo cientifico independiente.
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9.2 Apéndice de resultados

1.-
AlkB Escherichia coli K12
Base de datos: UniProt

Organismo: Escherichia coli

Estructura primaria

>A1kB OS=Escherichia coli

(strain K12)

MLDLFADAEPWQEPLAAGAVILRRFAFNAAEQLIRDINDVASQSPFROMVTPGGYTMSVA

MTNCGHLGWTTHRQGYLYSPIDPOQTNKPWPAMPQSFHNLCQRAATAAGYPDFQPDACLIN

RYAPGAKLSLHQDKDEPDLRAPIVSVSLGLPAIFQFGGLKRNDPLKRLLLEHGDVVVWGG

ESRLEFYHGIQPLKAGFHPLTIDCRYNLTFRQAGKKE

Pfam Matches

Family
Id~ Accession
> | 20G-Fell_Oxy_2& PF13532.3&7 CLOD29&

Your search took:0.08 eecs

Clan

Sequence Matches and Features

Pfam o 216
O disorder O coiled-coil © tm & signal peptide
Desciton Star-Ena -SSR Model it core S s

20G-Fe(I1) oxygenase superfamily 18 210 | 20 (210 3 [199| 199 189.56 | 6.5e-56 | 4.0e-60
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2.-

Factor de hipoxia inducible, prolil-hidroxilasa, EGL9
Base de datos: Uniprot

Organismo: Caenoradbitis elegans

Estructura primaria

>sp|GS5EBVO |EGLS CAEEL Hypoxia-inducible factor prolyl hydroxylase

OS=Caenorhabditis elegans GN=egl-9 PE=1 SV=1
MSSAPNDDCEIDKGTPSTASLFTTLMLSQPSSSTAVLQCTYCGSSCTSSQLQTCLECGTV
AYCSKEHQQLDWLTHKMICKSLQTSGMVPSNLMPQAAPAVMAPIPPTVSEDDPALTTSLL
LSLONNPILNQTISNFPPTFSITSKTEPEPSIPIQIPQRISSTSTVPFSSEGSAFKPYRN
THVENSISSESMSSMCTSHEASLEHMSSASLAMEFPTSSTAQSDISRLAQVLSLAGDSPAS
LALVTTSVPSTASTATIPPPATTTSSATSSGKSETITVGKEKIIQTDDPDIQITETEGGS
KPTVSRTRKRPTPSNSADPKINYKDHNKNVVYSTTLOQEHQKHLONRGLALSTHQAMVLRL
RYTAEHVIRSLNEFGWAVVDNFLGSDHYKFTAKETERLYERGLFSPGQLMEAKHKDEFHT
KDIRSDHIYWYDGYDGRAKDAATVRLLISMIDSVIQHFKKRIDHDIGGRSRAMLATIYPGN
GTRYVKHVDNPVKDGRCITTIYYCNENWDMATDGGTLRLYPETSMTPMDIDPRADRLVFEF
WSDRRNPHEVMPVFRHRFAITIWYMDKSERDKALAKGKESDAACASKKENDPTSSSLNSL
IGSLLRPRKNPSTHDLSKLDLRLEFPSTSSDPALVSAADEDRVDISADFQSTSSLAHPEST
DSGVSLSTENVAHNHMERTTSLQSISDHFRSERSHERRSSTSSDODLDEGLPPPPSTNPE
YYT

Pfam: 20G-Fe(II) oxygenase superfamily, Clan: Cupin (CL0029)

Sequence Matches and Features @

Pfam @

v disorder « coiled-coll + tm & signal peptide @

723

Pfam Matches

Famity — Clan Description Start -End _Allgnment Model
Id - Accession Start End Start End Length

> 20G-Fell_Oxy_3& PF13640.2%F |CLO029tF v 20G-Fe(II) oxygenase superfamily 472 | 565 474 565/ 3 100 100
> zf-MYND& PF01753.14&F CLO175& « MYND finger 39 79 39 | 79 1 40 40

Your search took:0.05 secs

Bit Score

61.05
28.36

Domain E-values
Ind.~ Cond.-
1.3e-16 | 1.6e-20
1.2e-06 | 1.5e-10

50



3.-

Prolyl 3-hydroxylase 1

Base de datos: Uniprot
Organismo: Rattus norvegicus

Estructura primaria

>sp|Q9R1J8|P3H1 RAT Prolyl 3-hydroxylase 1 OS=Rattus norvegicus GN=P3hl
PE=1 SV=1 MVAVAAAAASRATAESEPEWNVAAPDLLYAEGTAAYARGDWPGVVLNMERALRSRAALRA
LRLRCRTRCATELPWAPDLDLGPASSLNHDPGAAALHDLRFFGALLRRAACLRRCLGPPS
AHLLSEELDLEFNKRSPYNYLQVAYFKINKLEKAVAAAHTFEFVGNPEHMEMRONLDYYQT
MSGVKEEDFKDLEAKPHMHEFRLGVRLYSEEKPLEAVPHLEAALQEYFVADEECRALCEG
PYDYDGYNYLDYSADLFQAITDHYVQVLSCKONCVTELASHPSREKPFEDFLPSHYNYLQ
FAYYNIGNYTQATECAKTYLLFFPNDEVMSONLAYYTAVLGEEEASSISPRENAQEYRHR
SLLEKELLFFAYDIFGIPEFVDPDSWTPEEVIPKRLOQEKQKSERETAVRISQETIGNLMKE I
ETLVEEKTKESLDVSRLTREGGPLLYEGINLTMNSKVLNGSQRVVMDGVISDDECQELQR
LTNAAATSGDGYRGQTSPHTPNEKEFYGVTVLKALKLGQEGKVPLOSAHMYYNVTEKVRRV
MESYFRLDTPLYFSYSHLVCRTAIEESQAERKDSSHPVHVDNCILNAESLVCIKEPPAYT
FRDYSATILYLNGDFDGGNFYFTELDAKTVTAEVQPQCGRAVGFSSGTENPHGVKAVTRGQ
RCATALWFTLDPRHSERDRVQADDLVKMLFSPEEVDLPQEQPLPDQQGSPKPGEESLSDR

ESQPKDEL

Pfam: 20G-Fe(II) oxygenase superfamily, Clan: Cupin (CL0029)

Sequence Matches and Features o

Pfam — 728

coiled-coil 728

tm & signal peptide 728

© disorder « coiled-coll  « tm & signal peptide @
Pfam Matches
Famil = Alignment Model . Domain E-values
L i - Clan Description Start - End ~ 9 Bit Score

Id - Accession Start End Start End Length Ind.~ Cond.-

> | 20G-Fell_Oxy 3% PF13640.2& CLO029& v |20G-Fe(II) oxygenase superfamily 567 | 669 571 669 7 |100| 100 50.63 | 2.2e-13 | 2.8e-17
> | 20G-Fell_Oxyg PF03171.16& |CLOD29c 20G-Fe(II) oxygenase superfamily 575 | 670 590 669 | 11 |100| 101 36.59 | 4.5e-09 | 5.5e-13

Your search took:0.08 secs
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SanF
Base de datos: Uniprot

Organismo: Sireptomyces ansochromogenes

Estructura primaria

>tr|QO9KITI|Q9KITYS OSACTN SanF OS=Streptomyces ansochromogenes GN=sanF PE=4

SV=1 MVLTLDSALEERTQPFQLFRGRDLLDDGQLDELLATVPTADVAKIAVEDPKHEKQYRMNL
VDLIVLEKEAPVFPRLPGVWRDLVEDLRGAEFTAWLEKSTGIELAGLQRSIGLYTHRNGD
YLSVHKDKPTKAITVILYLNRDWPVEAGGQFQIFASPKEGPTEEISPVGGQLLAFPPTDK
SWHAVSKIEHPEGTERITVQIEYWLTTGLAGSAYRPON

Pfam: 20G-Fe(II) oxygenase superfamily, Clan: Cupin (CL0029)

Sequence Matches and Features @

Plam — oo
w disorder + coiled-coil + tm & signal peptide @
Pfam Matches
Id -~ ramy Accession 0 Pexcription StartziEnd - :::;9":“:.": Start :::Ie.length Bl acnre D:r::.aivn E;:‘::ar::.e-s

> | 20G-Fell_Oxy_36F |PF13640.2¢ CLO029%F « 20G-Fe(Il) oxygenase superfamily 111 | 204 112|199 2 (95| 100 59.77 3.2e-16 | 3.9e-20
> | 20G-Fell_Oxy_46 |PF13661.28 CLO029& 20G-Fe(II) oxygenase superfamily 100 | 160 110 (153 | 12 62 70 21.78 | 0.00011 | 1.4e-08

Your search took:0.06 sece
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5.-

SanC

Base de datos: Uniprot

Organismo: Streptomyces ansochromogenes

Estructura primaria

>tr|Q9L732|Q9L732 SACTN SanC OS=Streptomyces ansochromogenes GN=s
SV=1 MSLVDIETISRAELEQDPFGHVVIPRSEFVTDAVAEKLRGEFSDDGFEESERTDLNRSDKQ
YRMENRNLVTAGAVDEDQVRTLPANWQQLVADVVSRPYREALSALTGVDLERCLVEARMT
RYARGCWIEPHTDRPDKAVTHLEYFNDGWDPEWRGDLRLLRSADMADCAKRVAPTTGTSV
VLVRSDRSWHGVPPVADTCPVDRRALLVHEVRP

Pfam: 20G-Fe(II) oxygenase superfamily, Clan: Cupin (CL0029)

Sequence Matches and Features @
Plam 13

v disorder « coiled-coil « tm & signal peptide @

Pfam Matches

Family i
N Bit Score
Id - Accession Start End Start End Length

> | 20G-Fell_Oxy_3% |PF13640.26 |CLO029& « | 20G-Fe(Il) oxygenase superfamily 117 | 212 118 210 2 |98 | 100 63.64
> |20G-Fell_Oxy_4& |PF13661.2& |CLO029& 20G-Fe(1I) oxygenase superfamily 113 | 162 118 |155| 14 |57 70 28.14

Your search took:0.06 secs

Clan Description Start- End -

anC PE=4

Alignment Model Domain E-values

Ind.~ Cond.~
2.0e-17 | 2.5e-21
1.2e-06 | 1.5e-10
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6.-

Procollagen-lysine

Base de datos: Uniprot
Organismo: Mus musculus

Estructura primaria

>sp|Q9ROEL | PLOD3 MOUSE Procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3

0S=Mus musculus GN=Plod3 PE=1 SV=1
MAAAGPEPRLLLLLLLLLPPLPPVTSASDRPRGANAVNPDKLLVITVATAETEGYRRFLQ
SAEFEFNYTVRTLGLGQEWRGGDVARTVGGGOKVRWLKKEMEKYADQKDMI IMFVDSYDVI
LASSPTELLKKFVQSGSHLLFSAESFCWPEWGLAEQYPEVGMGKRFLNSGGEFIGFAPTIH
QIVROQWNYKDDDDDQLEFYTQLYLDPGLREKLKLSLDHKSRIFONLNGALDEVILKEFDONR
VRIRNVAYDTLPVVVHGNGPTKLQLNYLGNYVPNGWTPQGGCGFCNQTLRTLPGGQPPPR
VLLAVFVEQPTPFLPRFLORLLLLDYPPDRISLFLHNSEVYHEPHIADAWPQLQDHEFSAV
KLVGPEEALSAGEARDMAMDSCRONPECEFYFSLDADAVLTNPETLRVLIEQNRKVIAPM
LSRHGKLWSNEFWGALSPNEYYARSEDYVELVQRKRVGVWNVPYISQAYVIRGETLRTELP
QOKEVEFSSSDTDPDMAFCKSVRDKGIFLHLSNQHEFGRLLATSRYDTDHLHPDLWQIFDNP
VDWREQYIHENYSRALDGEGLVEQPCPDVYWFPLLTEQMCDELVEEMEHYGQWSGGRHED
SRLAGGYENVPTVDIHMKQVGYEDQWLOQLLRTYVGPMTEYLFPGYHTKTRAVMNFVVRYR
PDEQPSLRPHHDSSTFTLNVALNHKGVDYEGGGCRFLRYDCRISSPRKGWALLHPGRLTH
YHEGLPTTRGTRYIMVSEFVDP

Pfam: 20G-Fe(Il) oxygenase superfamily, Clan: Cupin (CL0029)

Sequence Matches and Features o

Pram g1 gt e B

tm & signal peptids [ 741

Supesfamily N ——— 741

v disorder « coiled-coil  « tm & signal peptide &
Pfam Matches
Eaniily - Clan Description Start - End ~ AT EE ol
Id -~ Accession Start End Start End Length

> Anplé& 4 PF03452.108 CLO110E « Anpl 286 366 | 299 341 21 | 63 264
> Anpl& & PF03452.106 CLO110E « Anpl 370 456 | 385 429 135 179 264
> Anpled PF03452.10&% n/a Anpl 594 | 628 | 599 | 621 205 227 | 264
> 20G-Fell Oxy 367 & PF13640.28&%8 CLODZ298'« 20G-Fe(Il) oxygenase superfamily | 655 740 | 664 738 9 98 100
> Glyco_tranf_2_3& PF13641.2& n/a Glycosyltransferase like family 2 297 515 | 300 444 2 147 229

Your search took:0.08 sacs

Domain E-values

Ind.~ Cond.-
8.76 0.9 0.00017
9.95 0.39 7.3e-05
-0.88 790 0.15
17.47 | 0.0048 | 9.0e-07
14.75 0.019 | 3.5e-06

Bit Score
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7.-
Prolyl 4-hydroxylase
Base de datos: Uniprot

Organismo: Pongo abelii

>sp|Q5RAG8 |P4HAL1 PONAB Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1 OS=Pongo
abelii GN=P4HAl PE=2 SV=1
MIWYILTIGILLPQSLAHPGFFTSIGOMTDLIHTEKDLVTSLKDYIKAEEDKLEQTKKWA
EKLDRLTSTATKDPEGEVGHPVNAFKLMKRLNTEWSELENLVLKDMSDGFISNLTIQRQY
FPNDEDQVGAAKALLRLODTYNLDTDTISKGNLPGVKHKSFLTAEDCFELGKVAYTEADY
YHTELWMEQALRQLDEGEISTIDKVSVLDYLSYAVYQQGDLDKALLLTKKLLELDPEHQR
ANGNLKYFEYIMAKEKDVNKSASDDQSDQKTTPKKKGVAVDYLPERQKYEMLCRGEGIKM
TPRROKKLEFCRYHDGNRNPKFILAPAKQEDEWDKPRITRFHDITISDAEIEIVKDLAKPRL
RRATISNPITGDLETVHYRISKSAWLSGYENPVVSRINMRIQDLTGLDVSTAEELQVANY
GVGGQYEPHFDFARKDEPDAFKELGTGNRIATWLEYMSDVSAGGATVEFPEVGASVIWPKKG
TAVEFWYNLFASGEGDYSTRHAACPVLVGNKWVSNKWLHERGQEFRRPCTLSELE

Pfam: 20G-Fe(II) oxygenase superfamily, Clan: Cupin (CL0029)

Pfam Matches

Family
Clan

Id- Accession

> |P4Ha_Ng& PF08336.7&¢ |n/a

> | 20G-Fell_Oxy& |PF03171.1668 CLO029&
v

> 20G- PF13640.2& |CLO029&

Fell_Oxy 3&

¥our search took:0.08 secs

Sequence Matches and Features o

Plam

tm & signal peptida

v disorder v colled-coil v tm & signal peptide @

Description Sfart

Prolyl 4-Hydroxylase alpha-subunit, N-terminal 24
region
20G-Fe(II) oxygenase superfamily 412

20G-Fe(II) oxygenase superfamily 415

I

Standard

Domain E-
values
Cond.

Ali t Model 7
ignmen ode Bit
Score

Ind.~

End
" start End Start End Length

155 | 24 |155| 1 |135| 135 |137.24| 3.0e-
40
1.2e-
08
2715 | 4.7e-

06

5.6e-
44

2.2e-
12

8.7e-
10

519 413 518 | 2 |100| 101 | 35.20

518 416 505 2 |86 100
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8.-
RNA polymerase
Base de datos: Uniprot

Organismo: Lolium latent virus

>sp|B1PS76 |RDRP_LOLV RNA-directed RNA polymerase OS=Lolium latent virus

Lolium/USA/US1/-) GN=ORF1l PE=3 SV=1
MTTLALNLAQYNDPITKGIIAQESLRRVRPDLKAVVNVNPYAIPTSAALVLEKLGIGTHP
MSLAVHPHAPCKAIENQILNTVGHLLPKEQPVTFMAMKKSKLNMLRRHPSRADTEFINPIY
HPRDNVRYGLDPDPDQDASITASFLEVKTSTAFMODTLHYLTPEDLLDIFETSPKLENLI
ASFVLPVEATRNMKSLYPDLYSIHYTHGGFQWAPSGHLGDAYFHEPWQLYWLRCGSLTRL
IEEETTTTVQPPPGFEGEAYTRVRKEVRELKIYAERVTSIGAHHLFIFSRNAKATPRVRS
YSONGKWVTLPRIFRPVSHNVQTPLKQEVANSLMLYTYAVRPSLKDVAAKVRQKFDEKDL
AEHSPLEITHLINYIYYIDQRAYLTNDDDILSDNLLKRWIFTPIQAAYKKAKGEFLLGPDD
FOKLLKALEWQPVTFDYAVDHYKSNPWRIHASRTGAKMRQLKNFLSRTTGLCEAVEDDAL
EGSELLKELEGNMWFRNPSEVEKEVFDAIVADLPPDSQRSELILEDPNSNARDYLPIQQD
QPSVTQGPDEAAQTQTPTATSMVTNSVAARMPPPVPRTLREHHEQFPTTVRASFEQPSST
RAPETSENNTPAESVTPSPRAIYVGDFAIMDANASTSRASSPSPRRTVVSPRQPEAQNET
LGRQIVSRVSPAHGCOMSPYAAQLAHQLSEQTAYTDVIGQRMVAFYSQHSRSYKYGRHEH
RSQSWLPVIDSLQVALGLDESYDHCLIQRYRKHARVGLHADDEECYEPDSTIVTLNLYGN
ADFLIERNTDKASETITLQHNDMLFMPSGMQVTHRHAVCSLYEGRVSITFRNKTKDYLRK
SAPDMNPVEQPGASAGQLTGPLDHRPEELPWEHWI PRLNRLGFTGLQKQTDPEGKLIYPI
TEIRQDMVYVPFPNCCPGPLRKDLEAMGRRPVRYTVDTGRALTLASDIKNNRVGALLQONA
DLTWKTLLVEYCRMEPTSVPMTVIHGAGGSGKSKLLODHLNRAELNVVIIVPTRVLQQODW
RNKMTEFPSFLVQTYEAAMMESAPOMVVEDDYGKLPHGYIDLFCQFHPSVEYVILTGDAR
QOSTYYEYNSDAGIRNLPTNIEVFKQYCGYYINCTHRNKQDLANMLGVYSEKMGSTHFTEG
NTCETGSLLLVPSGTQKTVMGEAGHKTETYAGCQGITADKVQIMIDHDTHKSADSHMYTA
LSRATEHIHFYNSTAGLNTARFHAKLNLTPYLKTFIQVITERAAAETEPAEYTVQAPTAR
THIPVENCSTFLEKDLEEQRAKEDREVYTQAGATNVFQTNSPIVQCFQHQQPKDGALSIT
THAKRLQYASAEANQAEYRAKLQIGAALWENFKTAMEIPDEPVPFIRDLWEQSEAEVLST
YLSKSEMATIKNGKNRQDPDWQDERMEVYLKAQWVTKASKENLPTAKAGQTISAFKQAVVM
KFGAMARYLRRITPKPDNIRINCEMQPODISKWALGLDSHNRPTKOQKWNFERPAFASDFE
AFDQSQDGAMLHFEALWARHENVPSSLIEEYLFLKMHAQAPKGYLTIMRLTGEGPTFDAN
TACSIAYNHTRYEIPKSCMQLYAGDDMLLDQVPVEKTGFKNIAAGLKLTAKTEIFEQKRG
KWGEFCSWWMTPYGLVKDPITLYHRILLASEIGDLSKKIDAYATEAEPAYALQGRLEFDCE
NEEQMTAHYGTIRRLIIEGKTNFSLDDQAPRHQDLOGILNCMDAKFMYH

Pfam: 20G-Fe(Il) oxygenase superfamily, Clan: Cupin (CL0029)

Sequence Matches and Features o

Plam T — - 260G FEIEORIZ iR e .

v disorder  « coiled-coil w tm & signal peptide @

Pfam Matches

Family
Id -~ Accession
Vmethyltransf& PFO1660.13F |n/a Viral methyltransferase 39 364 | 39

Clan Description Start - End ~

20G-Fell_Oxy_2@ PF13532.28% CLO029% v |20G-Fe(Il) oxygenase superfamily 660 831 | 684

V|V V V|V

20G-Fell_Oxy& PF03171.166" |CLO0OZ29E 20G-Fe(Il) oxygenase superfamily 742 834 | 743

Your search took:0.l secs

Alignment
Start End Start End Length

356

Viral_helicasel& PFO1443.146F |CLO023& « | Viral (Superfamily 1) RNA helicase 982 1212 982 1212

831

832

d:
1
24

RdRP_2& PF00978.17F |CLO027% v | RNA dependent RNA polymerase 1366 1645 1380 1630 104

2

Model

317
234
199
350
99

(isolate

340
234
199
440
101

Bit Score

191.62

143.05
50.79
47.43
24.88

1729

Domain E-values

Ind.~ Cond.~
1.5e-56 4.6e-60
1l.1e-41 3.2e-45
2.1e-13 | 6.6e-17
1.1e-12 | 3.5e-16
2.0e-05 6.1e-09
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9.-
AlkB1, DNA oxidative demethylase
Base de datos: Uniprot

Organismo: Mus musculus

>sp|POCB42 |ALKB1 MOUSE DNA oxidative demethylase ALKBH1 0OS=Mus musculus
GN=Alkbhl PE=1 SV=1
MGKMAAAVASLATLAAEPREDAFRKLEFRFYROQSRPGTADLGAVIDEFSEAHLARSPKPGVP
QVVREFPLNVSSVTERDAERVGLEPVSKWRAYGLEGYPGFIFIPNPFLPGCQRHWVKQCLK
LYSQKPNVCNLDKHMTKEETQGLWEQSKEVLRSKEVTKRRPRSLLERLRWVTLGYHYNWD
SKKYSADHYTPFPSDLAFLSEQVATACGFQGFQAEAGILNYYRLDSTLGIHVDRSELDHS
KPLLSFSFGQSAIFLLGGLKRDEAPTAMFMHSGDIMVMSGFSRLLNHAVPRVLPHPDGEC
LPHCLETPLPAVLPSNSLVEPCSVEDWQVCATYLRTARVNMTVROQVLATGQDEFPLEPVEE
TKRDIAADGLCHLHDPNSPVKRKRLNPNS

Pfam: 20G-Fe(II) oxygenase superfamily, Clan: Cupin (CL0029)

Sequence Matches and Features
Prom [ zoaralCgIa 39
im 8. signal peptide a8

v disorder v coiled-coil  ~ tm & signal peptide

pfam Matches

bamily = Clan Description Start End Dooah[Evalues
Id Accession Ind.~ Cond.
> | 20G-Fell_Oxy_2& PF13532.267 CLO029E v 20G-Fe(Il) oxygenase superfamily 98 344 3.0e-35 1.9e-39

Your search took:0.07 secs
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10.-
ALKBH
Base de datos: Uniprot

Organismo: Arabidopsis thaliana

>sp|Q9SA98 |ALKBH ARATH Alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase alkB
OS=Arabidopsis thaliana GN=Atlgll780 PE=2 SV=2
MYESANVSDDADRTAFRRAEKKYKLYYEQDSKESRKKKLPKPIDLSELLDENLISQNENN
DGVLPDGIRVSKVDSSPVFCIDNRPGEFYFIPDALSLKEQCKWIKESLTSFPQPPNRTNHN
ATYGPIDDLEFDSAKENKVLVODDLTNNKWKEFYEEVDIEKATRSSCKSVSASVLLRKLRWS
TLGLQFDWSKRNYDVSLPHNNIPDALCQLAKTHAATAMPDGEEFRPEGAIVNYFGIGDTL
GGHLDDMEADWSKPIVSMSLGCKAIFLLGGKSKDDPPHAMYLRSGDVVLMAGEARECFHG
IPRIFTGEENADIGALESELSHESGHFFAEYIKTSRININIRQVE

Pfam: 20G-Fe(II) oxygenase superfamily, Clan: Cupin (CL0029)

Sequence Matches and Features

Piam (S Zesraioy iz 45

« disorder  « coiled-coil  + tm & signal peptide

pfam Matches
Family : Clan DesEapron Start- End Alignment Model Bit Score Domain E-values
Id Accession Start End Start End Length Ind.~ Cond.

> | 20G-Fell_Oxy 28 | PF13532.280 CLOD29& « | 20G-Fe(Il) oxygenase superfamily 86 342 | 86 342 1 199| 199 133.36 | 1.1e-38  6.7e-43
Your search took:0.07 secs
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11.-

IPS

Isopenicillin N-Synthase

Base de datos: Uniprot

Organismo: Emericella nidulans

>sp|P05326[IPNS_EMENI Isopenicillin N synthase OS=Emericella nidulans (strain FGSC

A4/ ATCC 38163 /CBS 112.46 / NRRL 194 / M139) GN=ipnA PE=1 SV=1
MGSVSKANVPKIDVSPLEFGDDQAAKMRVAQQIDAASRDTGFFYAVNHGINVQRLSQKTKE
FHMSITPEEKWDLAIRAYNKEHQDQVRAGYYLSIPGKKAVESFCYLNPNFTPDHPRIQAK
TPTHEVNVWPDETKHPGFQDFAEQYYWDVFGLSSALLKGYALALGKEENFFARHFKPDDT
LASVVLIRYPYLDPYPEAAIKTAADGTKLSFEWHEDVSLITVLYQSNVONLQVETAAGYQ
DIEADDTGYLINCGSYMAHLTNNYYKAPIHRVKWVNAERQSLPFEVNLGYDSVIDPEFDPR
EPNGKSDREPLSYGDYLONGLVSLINKNGQT

Pfam Matches

Family Clan
Id- Accession
> DIO¥_N& PF14226.3& n/a

> | 20G-Fell_Oxye! PF03171.17& | CLOD29ER

Your search took:0.06 secs

v

Sequence Matches and Features o
Plam FoioxiN — 331

v disorder  « coiled-coil « tm & signal peptide &

e
. Start End Alignment Model Bit T
Description : £ Sicin E-values
Start End Start End Length Ind.~ Cond.~
non-haem dioxygenase in morphine 9 132 9 |132| 1 |118| 118 | 57.88 |1.5e-15|1.8e-19
synthesis N-terminal
20G-Fe(II) oxygenase superfamily 181 (288 184 286| 4 | 99 101 | 46.10 4.9e-12 6.0e-16
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Alineamiento estructural pareado bajo el algoritmo FATCAT-RIGID

3KHB/11PS

Align 3KHB .pdb 203 with 1IPS .pdb 328

Twists 0 ini-len 112 ini-rmsd 4.84 opt-equ 136 opt-rmsd 3.11 chain-rmsd 4.84 Score 161.33
align-len 273 gaps 137 (50.18%)

P-value 8.00e-03 Afp-num 19878 Identity 6.59% Similarity 17.22%

Block O afp 14 score 161.33 rmsd 4.84 gap 148 (0.57%)

Chain 1: 16 AAGAVILRRFAFNAAEQLIRDINDVASQ-—-=———=———=—————————————— SPFROMVTPGGYTMSVAMT

11111111 1 111111111 11 11111 1111111
Chain 2: 38 DTGFFYAVNHGINVQRLSQKTKEFHMSITPEEKWDLAIRAYNKEHQDQVRAGYYLSIPG----KKAVESF
Chain 1: 63 NCGHLGWTTHRQGYL----YSPIDPQTNKPWPA-—---— MPQSFHNLCQRAATAAGYPDF---—-———-—-——
1111 1111 111111111111111 11

Chain 2: 104 CYLNPNFTPDHPRIQAKTPTHEVNVWPDETKHPGFQDFAEQYYWDVFGLSSALLKGYALALGKEENFFAR

Chain 1: 113 ------ QPDACLINRYAPGA-—-———————————-——— KLS[LHQPKDEPDLRAPIVSVSLGLPAIFQFGGLK

111111111111 1110111 11111111 111111111
Chain 2: 174 HFKPDDTLASVVLIRYPYLDPYPEAAIKTAADGTKLSFEWHEDVS-—---- LITVLYQS-NVONLQVETAA
Chain 1: 161 RNDPLKRLLLEHGDVVVWGG---—--—---- ESRLEYHGIQPLKAGFHPLTIDCRYNLTFRQAGK
1111111111111111 1111131111111 111111111111
Chain 2: 238 ---GYQDIEADDTGYLINCGSYMAHLTNNYYKAPIJHRVKWVNA---—--—-— ERQSLPFFEFVNLG

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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3KHB/4QKD

Align 3KHB .pdb 203 with 4QKD .pdb 190

Twists 0 ini-len 128 ini-rmsd 2.43 opt-equ 166 opt-rmsd 3.02 chain-rmsd 2.43 Score 259.31
align-len 210 gaps 44 (20.95%)

P-value 3.47e-07 Afp-num 11748 Identity 14.29% Similarity 24.76%

Block 0 afp 16 score 259.31 rmsd 2.43 gap 68 (0.35%)

Chain 1: 15 LAAGAVILRRFAFN-AAEQLIRDINDVASQSPFROMVTPGGYTMSVAMTNCGHLGWTTHRQGYLYSPIDP

11111111111111 11111111111111 1111111111111111111111
Chain 2: 29 LQDAAVVRPGFLSTAEEETLSRELEPELR-RRRYEYDHWDAAIHGFRETEKS--—--—--———-———-——-——

QDKDEPDLRAPIVSVSLGLPAI

Chain 1: 84 QTNKPWPAMPQSFHNLCQRAATAAGYPDFQPDACLINRYAPGAKLS

1111111111111111111111111111111111111111)211p111111 111111111111

Chain 2: 80 ——-———-- RWSEASRAILRRVQAAAFGPQTLLSSVHVLDLEARGY IKPHVDSIKFCGA-TIAGLSLLSPSV
Chain 1: 154 FQFGGLKRNDPLKRLLLEHGDVVVWGGESRL-FYHGIQPL---—--—-- KAGFHPLTIDCRYNLTFRQAG
1111111111111111111111111111111 111p1111 111 111111111111

Chain 2: 143 MRLVHTQEPGEWLELLLEPGSLYILRGSARYDFJHEILRDEESFFGERRIPR--—----— GRRISVICRSLP

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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3KHB/4NJ4

Align 3KHB_.pdb 203 with 4NJ4 .pdb 218

Twists 0 ini-len 144 ini-rmsd 3.97 opt-equ 167 opt-rmsd 3.09 chain-rmsd 3.97 Score 248.94
align-len 208 gaps 41 (19.71%)

P-value 2.50e-06 Afp-num 12853 Identity 18.27% Similarity 31.73%

Block 0 afp 18 score 248.94 rmsd 3.97 gap 62 (0.30%)

Chain 1: 16 AAGAVILRRFAFNAAEQLIRDINDVASQSPFROMVTPGGYTMSVAMTNCGHLGWITHRQ--GYLYSPIDP

111111111111111111111111111111 111111111111111 1111111
Chain 2: 86 KSGIRQMRLFSQDECAKIEARIDEVVSRAEKGLYNEHTVDRAPLRNKYFFGEGYTYGAQPGQERLYPPG—-
Chain 1: 84 QTNKPWPAMPQSFHNLCQRAATAAGYPDFQPDACLINRYAPGAKLSIHQOKDEPDLRAPIVSVSLGLPAIL
l1111111112111211121112111211121112111111111111111 Y11 Yy111111 1111111111111
Chain 2: 160 ---DVDEIPEWVHQLVIQKLVEHRVIPEGFVNSAVINDYQPGGCIVSHVOPIHIFE-RPIVSVSFFSDSA
Chain 1: 154 FQFGGLKRND------ PLKRLLLEHGDVVVWGGESRL-FYHGIQPLKAGFHPLTIDCRYNLTFRQAGK
1111 111111111111111111111 13j1p1111111 1111111111111
Chain 2: 226 LCFGCKFQFKPIRVSEPVLSLPVRRGSVTVLSGYAADEITHCIRPQODIK------ ERRAVIILRKTRL

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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3KHB/AMG?2

Align 3KHB .pdb 203 with 4MG2 .pdb 195

Twists 0 ini-len 136 ini-rmsd 3.71 opt-equ 170 opt-rmsd 3.02 chain-rmsd 3.71 Score 251.63
align-len 218 gaps 48 (22.02%)

P-value 6.08e-07 Afp-num 12764 Identity 17.89% Similarity 29.82%

Block 0 afp 17 score 251.63 rmsd 3.71 gap 63 (0.32%)

Chain 1: 12 QEPLAA----GAVILRRFAFNAAEQLIRDINDVASQSPFROMVTPGGYTMS--—-- VAMTNCGH--LGWT

111111 111111111111111111111111° 111111 1 11111111 1111
Chain 2: 56 SWRHIRAEGLDSSYTVLEFGKAEADEIFQELEKEV--EYFTGALARVQVAGKWHSVPRKQATYGDAGLTYT
Chain 1: 71 THRQGYLYSPIDPQTNKPWPAMP--QSFHNLCQRAATAAGYPDFQPDACLINRYAP-GAKLSIHQOKDEP
1 1111111 11111 111111111111 1111111111111 1111131191111
Chain 2: 124 F---SGLTLSP------- KPWIPVLERIRDHVSGVTG---——-— QTFNEFVLINRYKDGSDHICHHRODERE

Chain 1: 138 DLRAPIVSVSLGLPAIFQFGGLKRNDPLKRLLLEHGDVVVWGGESRL-FYHGIQPLKAGFHPLTIDCRYN
11 111111111121112111211 1111111111111111111111111 13111111111 11111
Chain 2: 178 LA-SPIASVSFGASRDFVFRH-KDSVAVVRLPLAHGSLLMMNHPTNTHWYHSLPVRKKVL----- APRVN

Chain 1: 207 LTFRQAGK
11111111
Chain 2: 251 LTFRKILL

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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3KHB/2IUW

Align

3KHB .pdb 203 with 2IUW_ .pdb 205

Twists 0 ini-len 136 ini-rmsd 3.47 opt-equ 181 opt-rmsd 3.08 chain-rmsd 3.47 Score 266.24
align-len 220 gaps 39 (17.73%)

P-value 2.66e-07 Afp-num 12929 Identity 12.73% Similarity 26.36%

Block 0 afp 17 score 266.24 rmsd 3.47 gap 64 (0.32%)

Chain 1: 12 QEPLAA--——-————-— GAVILRRFAFN-AAEQLIRDINDVASQSPFROMVT--PGGYTMSVAMTNCGHLGW

111111 11111111111 1111211121112111° 11111111 111111111111111111

Chain 2: 74 REGVYEISLSPTGVSRVCLYPGFVDVKEADWILEQLCQDV--PWKQRTGIREDITYQQPRLTAWYGELPY
Chain 1: 70 TTHRQGYLYSPIDPQTNKPWPAM--PQSFHNLCQRAATAAGYPDFQPDACLINRY-APGAKLSLHQDKDE
1111 1111111111 1111111111111 11111111111 11111111pp11¢L11

Chain 2: 142 ------ TYSR---ITMEPNPHWHPVLRTLKNRIEENTG----—--— HTFNSLLCNLYRNEKDSVDWHSDPEP

Chain 1: 137 P-DLRAPIVSVSLGLPAIFQFGGLKRNDPLKRLLLEHGDVVVWGGESRL-FYHGIQPLKAGFHPLTIDCR
l1111111111111111211111111111111111111111111111111 1Yy1p11111111 111
Chain 2: 197 SLGRCPIIASLSFGATRTFEMRKKPPYVERVKIPLDHGTLLIMEGATQADWJHRVPKEYHSR--—-— EPR

Chain 1: 205 YNLTFRQAGK
1111111111
Chain 2: 270 VNLTFRTVYP

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index

3KHB_.pdb
0 50 100 150 200
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3KHB/2HBT

Align 3KHB .pdb 203 with 2HBT .pdb 224

Twists 0 ini-len 128 ini-rmsd 3.03 opt-equ 149 opt-rmsd 3.06 chain-rmsd 3.03 Score 234.53
align-len 216 gaps 67 (31.02%)

P-value 1.46e-05 Afp-num 13754 Identity 9.26% Similarity 19.44%

Block O afp 16 score 234.53 rmsd 3.03 gap 85 (0.40%)

Chain 1: 16 AAGAVILRRFAFN-AAEQLIRDINDVA-SQSPFROMVTPGGY-—-—-- TMSVAMTNCGHLGWTTHRQGYLY
1111111111111 1111111111111 1 11111111 1111111111
Chain 2: 204 KHGICVVDDFLGKETGQQIGDEVRALHDTGKFTDGQLVSQKSDSSKDIRGDKITWIEGKEPGCET-—-—--

Chain 1: 79 SPIDPQTNKPWPAMPQSFHNLCQRAATAAGYP
1111111111111111
Chain 2: 269 -—-———---—————- IGLLMSSMDDLIRHCNGKLGSYKINGRTKAMVACYPGNGTGYV

Chain 1: 143 IVSVSLGLP------- AIFQFGGLKRNDPLKRLLLEHGDVVVWGGESRLEYHGIQPLKAGFHPLTIDCRY

111111111 11111111 11111111111111111 1111731p111111 111
Chain 2: 325 TCIYYLNKDWDAKVSGGILRIFPEGK-AQFADIEPKFDRLLFFWS-DRRNHHEVQPAYA--—--—-- TRY

Chain 1: 206 NLTFRQ
111111
Chain 2: 385 AITVWY

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index

3KHB_.pdb
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1IPS/4AQKD

Align 1IPS .pdb 328 with 4QKD .pdb 190

Twists 0 ini-len 128 ini-rmsd 7.28 opt-equ 150 opt-rmsd 3.41 chain-rmsd 7.28 Score 175.39

align-len 280 gaps 130 (46.43%)
P-value 3.65e-03 Afp-num 19119 Identity 3.93% Similarity 11.43%

Block

Chain

Chain

Chain

Chain

Chain

Chain

Chain

Chain

Note:

0 afp

16 score 175.39 rmsd 7.28 gap 164 (0.56%)

1: 34 AASRDTGFFYAVNHGINVQRLSQKTKEFHMSITPEEKWDLAIRAYNKEHQDQVRAGYYLSIPGK-—--—-—

11111 111111 11111111111111111111 111111
2: 26 LSRLQDAAVVRPG--FLSTAEEETLSRELEPELRR-——-—-——-———-—————————————— RRYEYDHWDAAT
1: 98 KAVESFCYLNPNFTPDHPRIQAKTPTHEVNVWPDETKHPGFQDFAEQYYWDVFGLSSALLKGYALALGKE
111111111 11111111111111111
2: 71 HGFRETEKSR-————————————————————————————— WSEASRAILRRVOAAAF-—-—-—-—————-———
1: 168 ENFFARHFKPDDTLASVVLIRYPYLDPYPEAAIKTAADGTKLSFEWHEDF---VSLITVLYQS-NVQNLQ
1111 1111111111111 1111111 1111111111 111111
2: 98 ----GPQT----LLSSVHVLDLEAR---—=-———-=———-———— GYIKPHVDSIKFCGATIAGLSLLSPSVMR

1: 233 VET---AAGYQDIEADDTGYLINCGSYMAHLTNNYYKAP

NAERQSLPFFVNL
111 1111111111111111111 1 11131p1111 1111111111111

2: 145 LVHTQEPGEWLELLLEPGSLYILRG---—-----— SARYDFSHEILRDEESFFGERRIPRGRRISVICRSLP

positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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1TPS/4NJ4

Align 1IPS .pdb 328 with 4NJ4 .pdb 218

Twists 0 ini-len 144 ini-rmsd 8.09 opt-equ 165 opt-rmsd 3.68 chain-rmsd 8.09 Score 214.75
align-len 270 gaps 105 (38.89%)

P-value 1.02e-03 Afp-num 21340 Identity 6.30% Similarity 15.56%

Block O afp 18 score 214.75 rmsd 8.09 gap 144 (0.50%)

Chain 1: 37 RDTGFFYAVNHGINVQRLSQKTKEFHMSITPEEKWDLAIRAYNKEHQDQVRAGYYLSIPGKKAVESFCYL

11111111117 11111111111111111111111111111 11111 111111111
Chain 2: 84 KVKSGIRQMR--LFSQDECAKIEARIDEVVSRAEKGLYNEH---—---—--—- TVDRA----PLRNKYFFG

Chain 1: 107 NPNFTPDHPRIQAKTPTHEVNVWPDETKHPGFQDFAEQYYWDVFGLSSALLKGYALALGKEENFFARHFK

11111111 11111111111111 111 11

Chain 2: 137 EGYTYGAQPGQERLYPPGDVDEI---------— PEWVHQLVIQKLVEHRVI-—-——-—-—-—-—————————— PE

Chain 1: 177 PDDTLASVVLIRYPYLDPYPEAAIKTAADGTKLSFEWHEQV----SLITVLYQS-NVQONLQVETA-----

1 111111111111 1111131131 111111111 11111111

Chain 2: 185 G--FVNSAVINDYQP-—---—-—-——-—-———-——— GGCIVYHVOPIHIFERPIVSVSFFSDSALCEFGCKFQFKP
Chain 1: 237 ----AGYQDIEADDTGYLINCGSYMAHLTNNYYKAPIHRVKW--VNAERQSLPFFVNLGY
111111111111111111 1 1111731211 1111111111111111
Chain 2: 237 IRVSEPVLSLPVRRGSVIVLSG---—----—- YAADEITHCTRPOQDIKERRAVIILRKTRLD

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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1IPS/AMG?2

Align 1IPS .pdb 328 with 4MG2 .pdb 195

Twists 0 ini-len 120 ini-rmsd 6.34 opt-equ 145 opt-rmsd 3.18 chain-rmsd 6.34 Score 172.27
align-len 272 gaps 127 (46.69%)

P-value 3.88e-03 Afp-num 18879 Identity 5.88% Similarity 13.60%

Block 0 afp 15 score 172.27 rmsd 6.34 gap 147 (0.55%)

Chain 1: 35 ASRD--TGFFYAVNHGI-NVQRLSQKTKEFHMSITPEEKWDLAIRAYNKEHQDQVRAGYYLSIPGKKAVE

1111 111111111 111111111111 111 1111 11 1
Chain 2: 59 HIRAEGLDSSYTVLFGKAEADEIFQELEKEVEY--—--—--— FTGALARVQVAGKWHSVPR-—--—-—-——-— K

Chain 1: 102 SFCYLNPNFTPDHPRIQAKTPTHEVNVWPDETKHPGFQDFAEQYYWDVFGLSSALLKGYALALGKEENFF

1111111 1 11111 11111111111111111
Chain 2: 112 QATYGDA----- GLTYTFSGLTLSPKP----—-—————-——— WIPVLERIRDHVSGVTGQTF--—-———-—--—
Chain 1: 172 ARHFKPDDTLASVVLIRYPYLDPYPEAAIKTAADGTKLSFEWHEDVS----LITVLYQ-SNVQONLQVETA
1111111111 111711111 1111111 1111111111

Chain 2: 154 -—-—-——--——- NFVLINRYKDGSD-=--=-=-=-==——————— HICHHRDDERELASPIASVSFGASRDEFVERHK
Chain 1: 237 --AGYQDIEADDTGYLINCGSYMAHLTNNYYKAP---IHRVKWVN--AERQSLPFFVNLGYD

11111111111111111 1111 Jip111il o 111111111111111
Chain 2: 201 DSVAVVRLPLAHGSLLMMN---—---—--—-— HPTNTHWYHFLPVRKKVLAPRVNLTFRKILLM

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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1IPS/2IUW

Align 1IPS .pdb 328 with 2IUW .pdb 205

Twists 0 ini-len 120 ini-rmsd 3.55 opt-equ 152 opt-rmsd 3.23 chain-rmsd 3.55 Score 174.60
align-len 315 gaps 163 (51.75%)

P-value 3.60e-03 Afp-num 19819 Identity 6.98% Similarity 14.29%

Block O afp 15 score 174.60 rmsd 3.55 gap 140 (0.54%)

Chain 1: 5 SKANVPKIDVSPLFGDDQAAKMRVAQQIDAASRD--—---— TGFFYAVNHGI--NVQRLSQKTKEFHMSIT

11111111 11111 1111111111 1111111111111
Chain 2: 69 MRVIDREG--—-————————————————— VYEISLSPTGVSRVCLYPGFVDVKEADWILEQLCQDV----
Chain 1: 67 PEEKWDLAIRAYNKEHQDQVRAGYYLSIPG-—---—--- KKAVESFCYLNPNFTPDHPRIQAKTPTHEVNVW
11111 11111111111 111
Chain 2: 114 -————--———————————————- PWKQRTGIREDITYQQPRLTAWYGELPYTYSRITMEP---——-— NPHW

Chain 1: 130 PDETKHPGFQDFAEQYYWDVFGLSSALLKGYALALGKEENFFARHFKPDDTLASVVLIRYPYLDPYPEAA
11111111111111111 111111111111
Chain 2: 155 -—--—--—--—- HPVLRTLKNRIEENTGH-----———--—-—-————————————— TENSLLCNLYRNEKD-----

SLITVLYQS-NVONLQVET---AAGYQDIEADDTGYLINCGSYMAH
111111111 111111111 111111111111111111
Chain 2: 187 DDEPSLGRCPITIASLSFGATRTFEMRKKPPYVERVKIPLDHGTLLIME-----—

Chain 1: 200

Chain 1: 260 LTNNYYKA---P VKWV---NAERQSLPFFVNL
111 1h1p1111 1111111111111
Chain 2: 249 ----- GATQADWQHRVPKEYHSREPRVNLTFRTVY

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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1IPS/2HBT

Align 1IPS .pdb 328 with 2HBT .pdb 224

Twists 0 ini-len 152 ini-rmsd 3.51 opt-equ 182 opt-rmsd 3.14 chain-rmsd 3.51 Score 291.91
align-len 331 gaps 149 (45.02%)

P-value 1.00e-05 Afp-num 22489 Identity 6.95% Similarity 15.71%

Block 0 afp 19 score 291.91 rmsd 3.51 gap 162 (0.52%)

Chain 1: 14 VSPLFGDDQAAKMRVAQQIDAASRDTGFFYAVNHGI--NVQRLSQKTKEFHMSITPEEKWDLAIRAYNKE

1111 1111111111111111111111° 1111111111111111
Chain 2: 188 LPALKL-------- ALEYIVPCMNKHGICVVDDFLGKETGQQIGDEVRALHDTGK----—-————-—-—-—-———
Chain 1: 82 HQDQVRAGYYLSI--------- PGKKAVESFCYLNPNFTPDHPRIQAKTPTHEVNVWPDETKHPGFQDFA
11111 11111111111111 1111
Chain 2: 235 -—--—----- FTDGQLVSQKSDSSKDIRGDKITWIEGK-——--—-—-—-————-—-—————————————————— EPGC

Chain 1: 143 EQYYWDVFGLSSALLKGYALALGKEENFFARHFKPDDTLASVVLIRYPYLDPYPEAAIKTAADGTKLSFE
1111111111111111111111 111 1111111111111 1111
Chain 2: 267 ETIGLLMSSMDDLIRHCNGKLGSY---KIN------- GRTKAMVACYPGNG-———-=-====———-—-—— TGYV

Chain 1: 213 VONLQVET--AAGYQDIEADDTGYLINCGSYMAHLTNNYYKA
11111111 11111111111111111111 11

Chain 2: 312 RHVDNPNGDGRCVTCIYYLNKDWDAKVSGGILRIFPEGKAQFADIEPKFDRLLFFWSD---—--—---— RR

Chain 1: 268 PJHRVKWVNAERQSLPFFVNLGYDSVIDPFDPREPNGKSDREPLSYGDYLQ
1J1p011111111111111111 11 111111 1
Chain 2: 372 NHHEVQPAYATRYAITVWYFD----AD-—--—-———-————-—— ERARAKVKY

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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4QKD/4NJ4

Align 4QKD .pdb 190 with 4NJ4 .pdb 218

Twists 0 ini-len 136 ini-rmsd 2.66 opt-equ 167 opt-rmsd 3.05 chain-rmsd 2.66 Score 308.91
align-len 221 gaps 54 (24.43%)

P-value 3.41e-08 Afp-num 12173 Identity 13.12% Similarity 26.70%

Block 0 afp 17 score 308.91 rmsd 2.66 gap 72 (0.35%)

Chain 1: 21 SGPSVLSRLQDAAVVRPGFLSTAEEETLSRELEPELRRRR--—--—-- YEYDHWDAATIHGFRETEK----

1111111111111111 11111111111111111111111 1111 11111111
Chain 2: 77 QKEEEARKVKSGIRQM-RLFSQDECAKIEARIDEVVSRAEKGLYNEHTVDRA-—--—-— PLRNKYFFGEGY
Chain 1: 79 ———mmm SRWSEASRAILRRVQAAAFGPQTLLSSVHVLDLEARGY IKHHVDSIKFCGAT

1111111111111111111111111111111111111111 Y11 1411111111
Chain 2: 140 TYGAQPGQERLYPPGDVDEIPEWVHQLVIQKLVEHRVIPEGFVNSAVINDYQPGGCIVYHVDPIHIFERP

Chain 1: 132 IAGLSLLSPSVMRLVHTQE------ PGEWLELLLEPGSLYILRGSARYDFYHEILRDEESFFGERRIPRG

11111111111111111 1111111111111111111111111 4181111 1111
Chain 2: 215 IVSVSFFSDSALCFGCKFQFKPIRVSEPVLSLPVRRGSVTIVLSGYAADEITHCIRPQ-—--—--—- DIKE

Chain 1: 196 RRISVICRSLP
11111111111
Chain 2: 276 RRAVIILRKTR

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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4QKD/4AMG2

Align 4QKD .pdb 190 with 4MG2 .pdb 195

Twists 0 ini-len 136 ini-rmsd 2.93 opt-equ 160 opt-rmsd 3.17 chain-rmsd 2.93 Score 277.88
align-len 201 gaps 41 (20.40%)

P-value 1.49e-07 Afp-num 11364 Identity 10.95% Similarity 22.89%

Block 0 afp 17 score 277.88 rmsd 2.93 gap 57 (0.30%)

Chain 1: 25 VLSRLODAAVVRPGFLSTAEEETLSRELEPELRRRRYEYDHWDAAIHG---FRETEKS--—--—--—---—

111111111111111111111111111111111111111 1111111
Chain 2: 59 HIRAEGLDSSYTVLFGKAEADEIFQELEKEVEYFTGALARVQVAGKWHSVPRKQATYGDAGLTYTEFSGLT
Chain 1: 80 ----RWSEASRAILRRVQAAAFGPQTLLSSVHVLDLEA-RGYIKPHVDSIKFCGATIAGLSLLSPSVMRL

1111111111111111111 111111111111 111111p1194122112111111111111111
Chain 2: 129 LSPKPWIPVLERIRDHVSGVTGQ---TEFNFVLINRYKDGSDHICEHRDDERELASPIASVSFGASRDEVE

Chain 1: 146 VH[QEPGEWLELLLEPGSLYILRGSARYDFSHEILRDEESFFGERRIPRGRRISVICRSLP
ip1 111111111111111111111111111111111 111111111111111
Chain 2: 198 RHKD-SVAVVRLPLAHGSLLMMNHPTNTHWYHSLPVRK--—--—-- KVLAPRVNLTFRKIL

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index

4QKD _.pdb
0 20 40 60 80Q IOB

L N " " "

120 140 160 180 200

20

40

4MG2_.pdb
= o8] (o)}
o o o
o

—
|\
o

140 |

160 |

180 |

200 |




4QKD/2TUW

Align 4QKD .pdb 190 with 2IUW .pdb 205

Twists 0 ini-len 136 ini-rmsd 3.21 opt-equ 169 opt-rmsd 3.07 chain-rmsd 3.21 Score 279.68
align-len 213 gaps 44 (20.66%)

P-value 9.96e-08 Afp-num 11791 Identity 13.15% Similarity 29.11%

Block 0 afp 17 score 279.68 rmsd 3.21 gap 55 (0.29%)

Chain 1: 18 VRGSGPSVLSRLQ-----— DAAVVRPGFLSTAEEETLSRELEPELRRRRYEYDHW--DAATHGFRETEKS-

111 1111 l11111111111121112111211121111 111111111 1111111111111
Chain 2: 70 RVIDREGVYEISLSPTGVSRVCLYPGEFVDVKEADWILEQLCQDV-PWKQRTGIREDITYQQPRLTAWYGE
Chain 1: 80 ———=—————————- RWSEASRAILRRVQAAAFGPQTLLSSVHVLDLEA-RGYIKPHVDBIKFCG--ATIA

1111111111111111111 111111111111 111111p11p11211 1111
Chain 2: 139 LPYTYSRITMEPNPHWHPVLRTLKNRIEENTGH---TFNSLLCNLYRNEKDSVDWHSDPEPSLGRCPIIA

Chain 1: 134 GLSLLSPSVMRLVHTQEPGEWLELLLEPGSLYILRGSARYDFYHEILRDEESFFGERRIPRGRRISVICR
l1111111111111111 111111111111111111111111 32111111 111111111111
Chain 2: 206 SLSFGATRTFEMRKKPPYVERVKIPLDHGTLLIMEGATQADWJHRVPKEY--—--—-- HSREPRVNLTFR

Chain 1: 204 SLP
111
Chain 2: 276 TVY

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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4QKD/2HBT

Align 4QKD .pdb 190 with 2HBT .pdb 224

Twists 0 ini-len 128 ini-rmsd 2.73 opt-equ 163 opt-rmsd 3.13 chain-rmsd 2.73 Score 261.27
align-len 206 gaps 43 (20.87%)

P-value 1.23e-06 Afp-num 12833 Identity 8.74% Similarity 20.39%

Block 0 afp 16 score 261.27 rmsd 2.73 gap 70 (0.35%)

Chain 1: 27 SRLQDAAVVRPGFLSTAEEETLSRELEPEL--RRRRYEYDHWDAA--—--- IHGFRETEKSRW---SEASR
l11111111111111111111111111111° 11111111111 111111111111 11111
Chain 2: 201 CMNKHGICVVDDFLGKETGQQIGDEVRALHDTGKFTDGQLVSQKSDSSKDIRGDKITWIEGKEPGCETIG

Chain 1: 87 AILRRVQAAAFGP--------— QTLLSSVHVLDLEA-RGYIKPHVOS-IKFCGATIAGLSLLSP-—--—-—
1111111111111 l11111111111111 111111217397 1111111111111111
Chain 2: 271 LLMSSMDDLIRHCNGKLGSYKINGRTKAMVACYPGNGTGYVRHVDONPNGDGRCVTCIYYLNKDWDAKVSG

Chain 1: 141 SVMRLVHTQEPGEWLELLLEPGSLYILRGSARYDFSHEILRDEESFFGERRIPRGRRISVICRSLP
11111111 1111111111111111111° 111111Ap1111 1111111111111
Chain 2: 341 GILRIFPE-GKAQFADIEPKFDRLLFFW--SDRRNPHEVQPA-—--—--—---— YATRYAITVWYFD

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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4NJ4/AMG2

Align 4NJ4 .pdb 218 with 4MG2 .pdb 195

Twists 0 ini-len 136 ini-rmsd 3.31 opt-equ 171 opt-rmsd 3.03 chain-rmsd 3.31 Score 279.84
align-len 214 gaps 43 (20.09%)

P-value 1.89e-07 Afp-num 12319 Identity 17.76% Similarity 28.04%

Block 0 afp 17 score 279.84 rmsd 3.31 gap 60 (0.31%)

Chain 1: 82 ARKVKSGIRQMRLFSQDECAKIEARIDEVVSRAEKGLYNEHT------— VDRAPLRNKYFFG----EGYTY

1111111111111111111111111111111111 1 111 111111 11111
Chain 2: 60 IRAEGLDSSYTVLFGKAEADEIFQELEKEVEYFTGALARVQVAGKWHSVPR----KQATYGDAGLTYTFS

Chain 1: 142 GAQPGQERLYPPGDVDEIPEWVHQLVIQKLVEHRVIPEGFVNSAVINDYQ-PGGCIVSHVDPIHIFERPI
1 111 1111111111 111111111111 11111111111 1111111p11p11211111
Chain 2: 126 G------- LTL--SPKPWIPVLE-RIRDHVSGVTGQ---TFNFVLINRYKDGSDHICEHRDPERELASPI

Chain 1: 216 VSVSFFSDSALCFGCKFQFKPIRVSEPVLSLPVRRGSVTVLSGYAADEITHCIRPQODIK-ERRAVIILRK
11111111111111111 1111111111111111111111111y181111111 1111111111
Chain 2: 185 ASVSFGASRDFVFRHKD-------— SVAVVRLPLAHGSLLMMNHPTNTHWYHELPVRKKVLAPRVNLTFRK

Chain 1: 285 TRLD
1111
Chain 2: 256 ILLM

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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4NJ4/2IUW

Align 4NJ4 .pdb 218 with 2IUW .pdb 205

Twists 0 ini-len 120 ini-rmsd 1.64 opt-equ 171 opt-rmsd 3.04 chain-rmsd 1.64 Score 287.42
align-len 222 gaps 51 (22.97%)

P-value 1.91e-07 Afp-num 12960 Identity 12.16% Similarity 27.48%

Block 0 afp 15 score 287.42 rmsd 1.64 gap 75 (0.38%)

Chain 1: 76 LOKEEE------ ARKV----KSGIRQMR-LFSQDECAKIEARIDEVVSRAEKGLYNEHTVDRAPLRNKYF

1111 1111 11111111 111111111111111111 111 11111111
Chain 2: 67 SHMRVIDREGVYEISLSPTGVSRVCLYPGFVDVKEADWILEQLCQDV-PWKQRTGIREDITYQQPRLTAW

Chain 1: 135 FGEGYTYGAQPGQERLYPPGDVDEIPEWVHQLVIQKLVEHRVIPEGFVNSAVINDY-QPGGCIVSHVDPI
111111 11111 11111111111111111111111 1111111111 1111111101101
Chain 2: 136 YGELPY------- TYSRITMEPNPHWHPVLRTLKNRIEENTGH---TFNSLLCNLYRNEKDSVDWHSDDE

Chain 1: 209 HIFE--RPIVSVSFFSDSALCFGCKFQFKPIRVSEPVLSLPVRRGSVTVLSGYAADEITHLIRPQD-IKE
1111 1111111111111111111 1111111111111111111111173)¢3P11111 111
Chain 2: 196 PSLGRCPIIASLSFGATRTFEMRKKPPYV--—---- ERVKIPLDHGTLLIMEGATQADWQHRVPKEYHSRE

Chain 1: 276 RRAVIILRKTRL
111111111111
Chain 2: 268 PRVNLTFRTVYP

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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4NJ4/2HBT

Align 4NJ4 .pdb 218 with 2HBT .pdb 224

Twists 0 ini-len 144 ini-rmsd 8.11 opt-equ 155 opt-rmsd 3.07 chain-rmsd 8.11 Score 252.74
align-len 238 gaps 83 (34.87%)

P-value 7.16e-06 Afp-num 14155 Identity 8.82% Similarity 18.91%

Block 0 afp 18 score 252.74 rmsd 8.11 gap 86 (0.37%)

Chain 1: 86 KSGIRQMR-LFSQDECAKIEARIDEVVSRAEKGLYNEHTVDRA-—-———-—-——--—-— PLRNKYFFGEGYTYG

11111111 1111111111111111111111 11111 11111111
Chain 2: 204 KHGICVVDDFLGKETGQQIGDEVRALHDTGK------- FTDGQLVSQKSDSSKDIRGDKITWI-—-———-—
Chain 1: 143 AQPGQERLYPPGDVDEIPE----WVHQLVIQKLVEHRVIP---—--—-— EGFVNSAVINDYQP-GGCIVS
111 11111111111111111 11111111111111 111111
Chain 2: 260 -—-—————=-——————- EGKEPGCETIGLLMSSMDDLIRHCNGKLGSYKINGRTKAMVACYPGNGTGYVR|
Chain 1: 205 I-HIFERPIVSVSFFSD-—-———---— SALCFGCKFQFKPIRVSEPVLSLPVRRGSVTVLSGYAADEITH
11 111111111111111 1111111 1111111111111111 1111131
Chain 2: 314 PNGDGRCVTCIYYLNKDWDAKVSGGILRIFPEGKA-—--—-— QFADIEPKFDRLLFFW--SDRRNHH]
Chain 1: 267 CIRPQDIKERRAVIILRKT----RLDAP
1111 1111111111111 11111

Chain 2: 375 EVQP--AYATRYAITVWYFDADERARAK

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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4AMG2/21UW

Align 4MG2_ .pdb 195 with 2IUW .pdb 205 Twists O ini-len 160 ini-rmsd 2.11 opt-equ 186 opt-
rmsd 3.04 chain-rmsd 2.11 Score 372.32 align-len 203 gaps 17 (8.37%) P-value 1.05e-10 Afp-
num 12789 Identity 30.05% Similarity 43.84% Block 0 afp 20 score 372.32 rmsd 2.11 gap 40
(0.20%)

Chain 1: 56 SWRHIRAEG----- LDSSYTV-LFGKAEADEIFQELEKEVEYFTGALARVQVAGKWHSVPRKQATYGDAG

111111111 1111111 11111111111111111111111° 111 11111111111111 1
Chain 2: 74 REGVYEISLSPTGVSRVCLYPGFVDVKEADWILEQLCQDVPWKQR--TGIRE--DITYQQPRLTAWYG-E

Chain 1: 120 LTYTFSGLTLSPK-PWIPVLERIRDHVSGVTGQTFNFVLINRYKDGSDHICHHRDDERELA--SPIASVS
1111111111111 1111111111111111111111111111111111111Y111)2111111 1111111
Chain 2: 139 LPYTYSRITMEPNPHWHPVLRTLKNRIEENTGHTEFNSLLCNLYRNEKDSVDWHSDDEPSLGRCPIIASLS

Chain 1: 189 FGASRDFVFRHKDSVA-VVRLPLAHGSLLMMNHPTNTHWYHSLPVRKKVLAPRVNLTFRKILL
l111111111111111 1111113y21111111111111111111111111111111111111
Chain 2: 209 FGATRTFEMRKKPPYVERVKIPLDHGTLLIMEGATQADWQHRVPKEYHSREPRVNLTFRTVYP

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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4MG2/2HBT

Align 4MG2 .pdb 195 with 2HBT .pdb 224

Twists 0 ini-len 128 ini-rmsd 4.75 opt-equ 152 opt-rmsd 3.02 chain-rmsd 4.75 Score 247.49
align-len 221 gaps 69 (31.22%)

P-value 4.19e-06 Afp-num 13383 Identity 7.24% Similarity 16.29%

Block O afp 16 score 247.49 rmsd 4.75 gap 77 (0.38%)

Chain 1: 56 SWRHIRAEGLDSSYTV-LFGKAEADEIFQELEKEV---EYFTGALARVQVAGKWHSVPRKQATYGDAGLT
111 1 11111111 111111111111111111 11111 1111111
Chain 2: 196 EYIVPCMNKHGICVVDDFLGKETGQQIGDEVRALHDTGKFTDGQLVSQKSDSSKDIRGDKITWIEGKEPG

Chain 1: 122 YTFSGLTLSPKPWIPVLERIRDHVSGVTGQ-—---—--—---— TENFVLINRYKDGSDHICEHRDODE-RELA

11111111111111111 1111111111111111111)21 7421 1111
Chain 2: 266 -————————-—-—- CETIGLLMSSMDDLIRHCNGKLGSYKINGRTKAMVACYPGNGTGYVRHVIONPNGDGR

Chain 1: 182 SPIASVSFGAS------- RDEFVFRHKDSVAVVRLPLAHGSLLMMNHPTNTHWYHSLPVRKKVLAPRVNLT
11111111111 111111111111111111111111111° 111113111111 1111111
Chain 2: 323 CVICIYYLNKDWDAKVSGGILRIFPEGKAQFADIEPKFDRLLFFW--SDRRNHHEVQPAY-—--ATRYAIT

Chain 1: 253 FRKI----LLM
1111 111
Chain 2: 388 VWYFDADERAR

Note: positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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2IUW/2HBT

Align 2IUW .pdb 205 with 2HBT .pdb 224
Twists 0 ini-len 136 ini-rmsd 2.89 opt-equ 161 opt-rmsd 3.05 chain-rmsd 2.89 Score 267.42
align-len 221 gaps 60 (27.15%)

P-value 1.37e-06 Afp-num 13742 Identity 7.69% Similarity 18.55%

Block

Chain

Chain

Chain

Chain

Chain

Chain

Chain

Chain

Note:

1:

2:

76

200

140

261

319

268

382

0 afp 17 score 267.42 rmsd 2.89 gap 67 (0.33%)

GVYEISLSPTGVSRVCLYPGFVDVKEADWILEQLCQDV---PWKQRTGIREDIT---YQQPRLTAWYGEL
1111 111111111111111111111111111 1111111 11111111111
PCMN-—-—----— KHGICVVDDFLGKETGQQIGDEVRALHDTGKEFTDGQLVSQKSDSSKDIRGDKITWIE-—

PYTYSRITMEPNPHW--HPVLRTLKNRIEENTGH------———-—
111 11111111111111111

———————————— GKEPGCETIGLLMSSMDDLIRHCNGKLGSYKINGRTKAMVACYPGNGTGYV.

SLGRCPIIASLSFGAT--———--— RTFEMRKKPPYVERVKIPLDHGTLLIMEGATQADWJHRVPKEYHSRE
111 111111111111 111111111 111111111111111111 1111131p1111 11
GDG-RCVTCIYYLNKDWDAKVSGGILRIFPEG-KAQFADIEPKFDRLLFFW--SDRRNHHEVQPA---YA

PRVNLTFRTVY
11111111111
TRYAITVWYFD

positions are from PDB; the numbers between alignments are block index
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9.3 Identificadores UniProt de las secuencias utilizadas en este trabajo

GSEBVO(Hypoxia-inducible factor prolyl hydroxylase)
QO9R1J8(Prolyl 3-hydroxylase 1)

Q3V1T4(Prolyl 3-hydroxylase 1)

Q32P28(Prolyl 3-hydroxylase 1)

QO9KIT9(San F)

Q20679(Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase)
Q9ROE1(Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3)
Q5U367(Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3)
077588(Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1)
P13674(Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1)
Q5RAGS(Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1)

QIRMU3(Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1)

P54001(Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1)
B1PS76(RNA-directed RNA polymerase)

P20951(RNA replication protein)

Q04575(RNA replication protein)
Q9SA98(Alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase alkB)
Q54N08(Alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase alkB)
POCB42(Alkylated DNA repair protein alkB homolog 1)
Q13686(Alkylated DNA repair protein alkB homolog 1)
P05326(Isopenicillin N synthase)

P08703(Isopenicillin N synthase)
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P05189(Isopenicillin N synthase)

P27744(Isopenicillin N synthase)

P75779(PKHD-type hydroxylase YbiX)

B2TVC6(PKHD-type hydroxylase YbiX)

Q32I80(PKHD-type hydroxylase YbiX)

P05050(EcoAlpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase AlkB)
B8GWW6(CaulobacterAlpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase AlkB homolog)
P37462(SalmonellaAlpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase AlkB)

Secuencias nuevas re-extraidas de UniProt

>AlkB OS=Escherichia coli (strain K12)
MLDLFADAEPWQEPLAAGAVILRRFAFNAAEQLIRDINDVASQSPFROQMVTPGGYTMSVA
MTNCGHLGWTTHRQGYLYSPIDPQTNKPWPAMPQSFHNLCQRAATAAGYPDFQPDACLIN
RYAPGAKLSLHQDKDEPDLRAPIVSVSLGLPAIFQFGGLKRNDPLKRLLLEHGDVVVWGG
ESRLFYHGIQPLKAGFHPLTIDCRYNLTFRQAGKKE

>alkB homolog 2 Mus musculus
MDKFLVRPDLRDLQGGGEEPAPTGGASGDLKSPDWRHLRAEGLSCDYTVLFGKAEADKIF
RELEQEVEYFTGALAKVQVFGKWHSVPRKQATYGDAGLTYTFSGLTLTPKPWVPVLERVR
DRVCEVTGQTFNFVLVNRYKDGCDHIGEHRDDERELAPGSPIASVSFGACRDFIFRHKDS
RGKRPRRTVEVVRLQLAHGSLLMMNPPTNTHWYHSLPIRKRVLAPRVNLTFRKILPTKK
>alkB homolog 3Homo sapiens
MEEKRRRARVQGAWAAPVKSQAIAQPATTAKSHLHQKPGQTWKNKEHHLSDREFVFKEPQ
QVVRRAPEPRVIDREGVYEISLSPTGVSRVCLYPGFVDVKEADWILEQLCQDVPWKQRTG
IREDITYQQPRLTAWYGELPYTYSRITMEPNPHWHPVLRTLKNRIEENTGHTFNSLLCNL

YRNEKDSVDWHSDDEPSLGRCPIIASLSFGATRTFEMRKKPPPEENGDYTY VERVKIPLD
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HGTLLIMEGATQADWQHRVPKEYHSREPRVNLTFRTVYPDPRGAPW

>alkB homolog 2 Arabidopsis thaliana
MTNPLNSTAANRSNQPSSDGISDGQITNEEAESLINKKNCSGHKLKEVTDSDTFSDNGKD
DSDTKKRFHYHQDQRRMSLTSIVAVESPSSSNAPSRKTIDLGHGSDLIYIQRFLPFQQSW
TFFDYLDKHIPWTRPTIRVFGRSCLQPRDTCYVASSGLTALVYSGYRPTSYSWDDFPPLK
EILDAIYKVLPGSRFNSLLLNRYKGASDYVAWHADDEKIYGPTPEIASVSFGCERDFVLK
KKKDEESSQGKTGDSGPAKKRLKRSSREDQQSLTLKHGSLLVMRGYTQRDWIHSVPKRAK
AEGTRINLTFRLVL

>[sopenicillin N synthase Streptomyces cattleya
MPVLMPSADVPTIDISPQLFGTDPTPRRTSRGRSTRPARGSGFFYASHHGIDVRRLQTWS
NESTTMTDQRSTTWRSTRYNENNSHVRNGYYMARPGRETVESWCYLNPSFGEDHPMMKAG
TPMHEVNVWPDEERHPDFGSFGEQYHREVSASRRCCCGASRWRRQAGESSSNEVTEEDTL
77
SAVSMIRYPYLDPYPEAAIKTGPDGTRLSFEDHLDVSMITVLSKTEVQNLQVETVDGWQS
LPTSGENFLINCGTYLGYLTNDYFPAPNHRVKYVNAERLSLPFFLHAGQNSVMKPFTRRT
GDRKLNPAVTYGEYLQEGFTR

>Isopenicillin N synthasePenicillium chrysogenum
MASTPKANVPKIDVSPLFGDNMEEKMKVARAIDAASRDTGFFYAVNHGVDVKRLSNKTRE
FHFSITDEEKWDLAIRAYNKEHQDQIRAGYYLSIPEKKAVESFCYLNPNFKPDHPLIQSK
TPTHEVNVWPDEKKHPGFREFAEQYYWDVFGLSSALLRGYALALGKEEDFFSRHFKKEDA
LSSVVLIRYPYLNPIPPAAIKTAEDGTKLSFEWHEDVSLITVLYQSDVANLQVEMPQGYL
DIEADDNAYLVNCGSYMAHITNNYYPAPIHRVKWVNEERQSLPFFVNLGFNDTVQPWDPS
KEDGKTDQRPISYGDYLQNGLVSLINKNGQT

>Isopenicillin N synthase Streptomyces griseus
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MPIPMLPAHVPTIDISPLSGGDADDKKRVAQEINKACRESGFFYASHHGIDVQLLKDVVN
EFHRTMTDEEKYDLAINAYNKNNPRTRNGYYMAVKGKKAVESWCYLNPSFSEDHPQIRSG
TPMHEGNIWPDEKRHQRFRPFCEQYYRDVFSLSKVLMRGFALALGKPEDFFDASLSLADT
LSAVTLIHYPYLEDYPPVKTGPDGTKLSFEDHLDVSMITVLFQTEVQNLQVETADGWQDL
PTSGENFLVNCGTYMGYLTNDYFPAPNHRVKFINAERLSLPFFLHAGHTTVMEPFSPEDT
RGKELNPPVRYGDYLQQASNALIAKNGQT

>[sopenicillin N synthase Amycolatopsis lactamdurans
MKMPSAEVPTIDVSPLFGDDAQEKVRVGQEINKACRGSGFFYAANHGVDVQRLQDVVNEF
HRTMSPQEKYDLAIHAYNKNNSHVRNGYYMAIEGKKAVESFCYLNPSFSEDHPEIKAGTP
MHEVNSWPDEEKHPSFRPFCEEYYWTMHRLSKVLMRGFALALGKDERFFEPELKEADTLS
SVSLIRYPYLEDYPPVKTGPDGEKLSFEDHFDVSMITVLYQTQVQNLQVETVDGWRDLPT
SDTDFLVNAGTYLGHLTNDYFPSPLHRVKFVNAERLSLPFFFHAGQHTLIEPFFPDGAPE
GKQGNEAVRYGDYLNHGLHSLIVKNGQT

>YbiX Shigella flexneri
MMYHIPGVLSPQDVAHFREQLEQAEWVDGRVTTGAQGAQVKNNQQVDTRSALYAALQNEV
LNAVNQHALFFAAALPRTLSTPLENRYQNNETYGFHVDGAVRSHPQNGWMRTDLSATLFL
SDPQSYDGGELVVNDTFGQHRVKLPAGDLVLYPSSSLHCVTPVTRGVRVASFMWIQSMIR
DDKKRAMLFELDKNIQSLKSRYGENEEILSLLNLYHNLLREWSEI

>YbiX OS=Escherichia coli
MMYHIPGVLSPQDVARFREQLEQAEWVDGRVTTGAQGAQVKNNQQVDTRSTLYAALQNEV
LNAVNQHALFFAAALPRTLSTPLENRYQNNETYGFHVDGAVRSHPQNGWMRTDLSATLFL
SDPQSYDGGELVVNDTFGQHRVKLPAGDLVLYPSSSLHCVTPVTRGVRVASFIWIQSMIR
DDKKRAMLFELDKNIQNIQSLKSRYGENEEILSLLNLYHNLLREWSEI

>SanF Streptomyces ansochromogenes



MVLTLDSALEERTQPFQLFRGRDLLDDGQLDELLATVPTADVAKIAVEDPKHEKQYRMNL
VDLIVLEKEAPVFPRLPGVWRDLVEDLRGAEFTAWLEKSTGIELAGLQRSIGLYTHRNGD
YLSVHKDKPTKAITVILYLNRDWPVEAGGQFQIFASPKEGPTEEISPVGGQLLAFPPTDK
SWHAVSKIEHPEGTERITVQIEYWLTTGLAGSAYRPQN

>SanC Pseudomonas fluorescens
MAATFPHDHFKTVSGYGGEKNYDYEARALVSMGTHTIAFPEELSEAWLRLAQDLGSTGYR
EAMSELTGFDLRNVPMEVNVFHYGPGASLGPHPDLPDKLVTHILYFNESWDRNDGGCLNI
LHHNDPTAVAAEIEPLVGNSAILVRSDNSWHAVTPVVSGCHSSRRSLTATFYRPGSLSSM
WPPGDSTPLHGYPRA

# Alineamiento Local del dominio 20G_Fe(II)_Oxy entre AlkB de Escherichia coliy el dominio del virus del
género Lolium. En rojo los residuos caracteristicos del dominio 20G_Fe(II)_Oxy.

EMBOSS 001 647 TVVSPRQPERQNETLGRQIVSRVSPAHGCOMSPYAAQLAHQLSEQTAYTD 696
EMBOSS_001 19 mlr ILRILFMNM}';QLHLDINDVASQ ------ slzl"F ----- R{_!:!:I‘:?'i'i‘(-}éilf‘l‘}l 57
EMBOSS_001 697 VIGQRMVAF--YSQHSRSYKYGRHE-HRSQSWLEVIDSLOVAL-—--GLD 739
EMBOSS 001 58 éﬁéﬁ&ﬂééémwmnnqcvmlfs PI nmmx‘m-l:pmqslre m:l.com*m 106
EMBOSS_001 740 ESYeoomm DHCLIQRYRKHARVGIHADDEECYEPD-~STIVTLNL -~~~ 777
EMBOSS 001 107 ms!mummaér[lmnﬁiénﬁﬂé ' D---]laanRAPIalrsvsmLPM 153
EMBOSS 001 778 --YGNJ\DFLIERNTDKASE’I‘ITLDM -------- LF—————— MPSGMQ 811
EMBOSS_001 154 FQFGG----I..KRN--]‘JI;I'.I-(I-U‘_J:.L EIl)‘:FWWGGESRll.].!‘YEGIQPI..K.i;fLF- 196
EMBOSS 001 B12 VTHRHAV-CSLYEGRVSITFRNKTK 835

EMBOSS_001 187 --HI."I.._:L‘;DC ----- nii:i«rrné;léx 214

B o e e

o e —————

85



	Portada

	Índice
	1. Resumen

	2. Introducción
	3. Objetivos
	4. Metodología
	5. Resultados
	6. Discusión
	7. Conclusiones
	8. Bibliografía
	9. Apéndice



