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Resumen

La biodegradacién de la lignina es un proceso oxidativo, llevado a cabo
por los denominados hongos de podredumbre blanca. El peréxido de
hidrogeno tiene un importante papel en este proceso como precursor del
radical libre hidroxilo y co-sustrato de peroxidasas ligninoliticas. La aril-
alcohol oxidasa (AAQ) de Pleurotus eryngii es una flavoproteina extracelular
que genera HzO:2 en la reaccién de oxidaciéon de la enzima por el O,
mientras que su reduccién da lugar a reacciones de deshidrogenacion
oxidativa de diferentes alcoholes aromaticos. Esta glicoproteina es un
mondbmero que contiene como cofactor una molécula de FAD. Su reciente
clonacién ha permitido la expresion heterdloga en Emericella  nidulans 'y
Escherichia coli. Este hecho, unido a las similares propiedades cataliticas de las
enzimas recombinantes y salvaje (de P. eryngi), ha permitido completar la
caracterizacién fisicoquimica, cinética y estructural de la AAO que
constituye el objetivo de este trabajo.

La caracterizacién espectrofotométrica reveld que la AAO es un oxidasa
poco comin, ya que no estabiliza termodinamicamente la forma
semiquinona anibnica de su cofactor, ni forma un aducto con el sulfito.
Estos hechos resultan mas llamativos al existir un residuo con carga positiva
en las inmediaciones del C4a de la flavina que deberia favorecer estas
reacciones. Los estudios de especificidad de sustrato pusieron de manifiesto
que la AAO sblo esta implicada en reacciones de oxidacién de alcoholes y
aldehidos, siendo incapaz de catalizar las reacciones de desmetilacién,
desaminacién e hidroxilacién descritas para otras oxidasas de alcoholes
arométicos. Los sustratos tipicos de la AAO son alcoholes aromaticos o
alifaticos poliinsaturados con un hidroxilo primario en el C,. El centro
activo de la AAO tiene afinidad por compuestos con sistemas de dobles
enlaces conjugados, con independencia de que contengan grupos hidroxilo
alcohdlicos, como han puesto de manifiesto estudios de inhibicién. La
actividad aldehido oxidasa fue puesta de manifiesto en los estudios cinéticos
utilizando mezcla ripida con flujo detenido, donde se vio que presentaba
actividad frente a los aldehidos generados por la propia enzima. Ademas
mediante F NMR se pudo identificar el producto acido de la reaccion
aldehido-oxidasa sobre el p-fluorobenzaldehido. Los estudios de cinética
rapida con los alcoholes p-anisilico, 3-cloro-p-anisilico y veratrilico y el p-
anisaldehido pusieron de manifiesto la dependencia de las cinéticas de
reduccion de la AAO del tipo sustrato. Los resultados obtenidos para



distintas concentraciones de alcohol p-anisilico permitieron el cilculo de las
constantes de reduccién (k2 303 s7) y disociacién (kd 34 UM) para este
compuesto.

La AAO presenta una moderada homologia de secuencia con la glucosa
oxidasa de Agpergillus niger lo que permitib su modelado por homologia
(entrada PDB 1QJN). La comparacién de la estructura primaria de la AAO
con la glucosa oxidasa y otros miembros de la familia GMC de
oxidorreductasas de la que la glucosa oxidasa forma parte, reveld la
existencia en la secuencia de la AAO de los cuatro motivos conservados en
esta familia (aunque con dos residuos diferentes en uno de ellos, signaturs 1
PS$000623). Este hecho, junto con las similares caracteristicas estructurales
encontradas, han llevado en este trabajo a incluir a la AAO de P. eryngii
como un nuevo miembro de la familia GMC de. oxidorreductasas. La
arquitectura molecular general de la AAO presenta dos dominios
estructurales: i) dominio de unién del FAD con el motivo conservado Pof
de unién al ADP; y ii) dominio de unibn al sustrato. En este tltimo se ha
identificado un canal de acceso al centro activo de naturaleza
fundamentalmente hidrofébica y de caracteristicas similares al observado en
otras oxidasas como la glucosa oxidasa. En los estudios de acoplamiento
molecular de la AAO con distintos sustratos se observd que éstos se
localizaban en las inmediaciones del cofactor, pudiendo describirse un
bolsillo de unién de los sustratos. Posteriores estudios de mutagenesis
dirigida confirmaron el papel de alguno de los residuos del centro activo de
la AAO en la actividad catalitica de la enzima. Estos estudios mostraron la
necesidad de un residuo aromético en las posiciones ocupadas por Y92 y
F501, ya que la actividad de la AAO se mantuvo tras las sustituciones F>Y
o YF. Las constantes cinéticas de las variantes obtenidas sugieren que
ambos residuos podrian modular el potencial redox del FAD, y Y92 podria
también contribuir a la adecuada orientacién de los sustratos.
Simultaneamente se mostr6 que dos histidinas préximas al N5 del anillo de
flavina (H502 y H546) y a la probable localizacién del hidroxilo del
sustrato, son indispensables para la actividad catalitica (tal como se vio al
sustituirlas por residuos de serina, leucina o arginina). Se propone que estas
dos histidinas, altamente conservadas en la familia GMC de
oxidorreductasas, actuarfan como bases activas en la reaccién de oxidacién
de los sustratos, a través de un mecanismo de deshidrogenacién por
transferencia directa de un hidruro y reduccién del FAD.
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Introduccion

1. Estructura y biodegradacién de la lignina

La madera y otros materiales lignocelulésicos representan la fuente de
carbono renovable mis abundante sobre la Tierra. La fabricacion de papel
es uno de los principales usos industriales de la biomasa lignocelulésica,
pero ésta también representa una fuente potencial de biocombustibles y
compuestos quimicos como alternativa a las fuentes petroquimicas (no
renovables). La mayor parte del carbono fijado durante la fotosintesis se
acumula en la pared vegetal. Esta pared cumple distintas funciones: de
esqueleto, proteccidn frente al ataque bioldgico, resistencia a los cambios de
presién osmética, y participacién en el flujo de nutrientes (Betts ef a/, 1991).

Los tres componentes principales de la pared celular de las plantas
vasculares son la celulosa, la lignina y la hemicelulosa. Las moléculas que
forman la pared celular vegetal se mantienen unidas mediante una
combinacién de enlaces covalentes y no covalentes. La celulosa esta formada
por unidades de D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos B (1— 4), dando
largas cadenas lineales que se unen entre si por puentes de hidrbgeno
formando microfibrillas. Las microfibrillas estin agregadas mediante nuevos
puentes de hidrégeno y se encuentran embebidas en una matriz de
polisacirido no celulésico (la hemicelulosa) y lignina. La microfibrillas de
celulosa adoptan disposiciones diferentes en las distintas capas de la pared de
las fibras de la madera (Fengel y Wegener, 1984) (Fig. 1).

Fibras

Madera $1-S2-S3: capas de la pared secundaria
Pared celular |p, pared primaria

IM: lAmina media

Figura 1. Estructura de la pared de las fibras de la madera. Se muestra
la lignina en la limina media (de color oscuro) y las microfibrillas de
celulosa con distintas orientaciones en las capas de la pared secundaria.
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La hemicelulosa es un polisacirido de menor peso molecular y de cadena
mas corta y ramificada que la celulosa. Puede incluir unidades de D-xilosa,
D-manosa, D-galactosa, L-arabinosa, y de los 4cidos 4-O-metil-glucorénico y
D-galacturénico. La hemicelulosa es de naturaleza amorfa y forma junto a la
lignina la matriz en la cual se incrustan las fibrillas de celulosa que
constituyen la mayor parte de la pared secundaria (ver Fig. 1). Por otra
parte, la mayor concentracién de lignina existe en la lamina media que acta
como capa de unibn entre las fibras. La estructura de la celulosa es la misma
en los diferentes tipos de madera y otros materiales lignocelulésicos. Sin
embargo, en las hemicelulosas existe una considerable variacién,
especialmente entre las angiospermas y gimnospermas (las primeras son en
general mas ricas en mananos mientras que las segundas suelen contener
mas xilanos) y lo mismo ocurre respecto a la composicién de la lignina
como se explica mas adelante (Fengel y Wegener, 1984).

1.1. La lignina

La lignina es un polimero aromatico tridimensional que protege a la
celulosa en la pared secundaria y une las fibras a través de la limina media.
La biosintesis de la lignina en plantas vasculares se produce a partir de la
fenilalanina, a través de la ruta de los acidos cindmicos (Higuchi, 1997).
Inicialmente se sintetizan los tres alcoholes p-hidroxicinamilicos - p-
cumarilico (4-hidroxicinamilico), coniferilico (4-hidroxi-3-metoxicinamilico)
y sinapilico (4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamilico) - que actuan como
precursores - de la lignina (monolignoles). Su  polimerizacién
deshidrogenativa iniciada por peroxidasas y/o lacasas vegetales da lugar
respectivamente a las unidades 4-hidroxifenilpropano (H), guayacilpropano
(G) y siringilpropano (S) de la lignina. Muy recientemente se ha descrito la
existencia de unidades acetiladas derivadas de los correspondientes p-
hidroxicinamil acetatos (del Rio e 4/, 2004; Lu y Ralph, 2002). Las
diferentes unidades de fenilpropano estin unidas entre si por una variedad
de enlaces, el tipo éter B-O-4 (entre el C-4 del anillo bencénico y el C-2 de la
cadena lateral) es el mas abundante llegando hasta un 55% en la lignina de
algunas maderas (Fig. 2, subestructura 1). Existen ademais otros tipos de
enlace éter y C-C entre las diferentes unidades. Como consecuencia de la
frecuente presencia de enlaces éter, en los que participa el C-4, la mayor
parte de las unidades de la lignina son no fendlicas y dificiles de degradar, a
pesar de que los alcoholes precursores son de tipo fendlico.
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La heterogeneidad de la lignina se produce por una expresion
diferencial de las enzimas que intervienen en la ruta de los 4cidos cinamicos,
que conduce a diferentes proporciones de unidades H, G y S (Donaldson,
2001; Higuchi, 1997). La gran variedad de tipos de unidades y de enlaces no
hidrolizables, junto a la falta de regularidad en la estructura, confieren gran
complejidad al polimero de lignina (Fig. 2) (Fengel y Wegener, 1984;
Karhunen e al, 1995). Todo ello hace que sea posible observar diferencias
en el contenido, distribucién y composicién de la lignina a nivel de tejidos e
incluso entre las diferentes capas de la pared celular (Fergus y Goring, 1970;
Higuchi, 1990).

OH .
Figura 2. Estructura quimica de la lignina. Modelo de la lignina de

coniferas formada por polimerizacién deshidrogenativa del alcohol
coniferilico en el que se muestran unidades G formando diferentes
tipos de subestructuras (ver texto).
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En funcién de la proporcién de los alcoholes p-hidroxicinamilicos que
actiian como precursores se pueden distinguir tres tipos de lignina: la lignina
de maderas blandas (gimnospermas), la lignina de maderas duras
(angiospermas lefiosas) y la de plantas herbiceas (angiospermas no lefiosas)
(Betts ¢# al, 1991). La lignina en gimnospermas es principalmente de tipo G,
en angiospermas estan presentes unidades G y S, y en las angiospermas no
lefiosas existen también unidades H.

La Fig. 2 presenta un modelo esquemético actualizado de la lignina de
coniferas, en el que se muestran unidades G formando cinco tipos de
subestructuras: 1) éter guayacilglicerol-B-arilico; 2) fenilcumarano; 3)
pinorresinol; 4) éter difenilico; y 5) dibenzodioxocina. Mientras que 1-4 son
estructuras dimeéricas ya incluidas en los primeros modelos de lignina de
coniferas (Adler, 1977), la estructura 5 recientemente descrita (Karhunen e
al,, 1995) es una estructura trimérica en la que los grupos OH de un bifenilo
fenodlico forman dos enlaces éter con los OH de la cadena lateral de una
tercera unidad. '

La madera contiene 20-30% de lignina lo que convierte a esta tltima en
el compuesto aromético mis abundante en la tierra, y probablemente el més
recalcitrante. Por ello, la degradacién de la lignina y su reciclaje constituyen
un evento esencial en el reciclado del carbono en los ecosistemas terrestres,
en el que participan fundamentalmente los basidiomicetos de podredumbre
blanca de la madera (Crawford, 1981; Zabel y Morrell, 1992). Estos hongos
son los Gnicos organismos capaces de despolimerizar y mineralizar el
polimero de lignina, permitiendo de esta forma el acceso a los carbohidratos
que estan embebidos en la matriz de lignina y hemicelulosa (Crawford,
1981; Hammel, 1997). Este proceso se lleva a cabo, a través de un sistema -
degradativo no especifico y complejo formado por enzimas extracelulares,
metabolitos de bajo peso molecular y especies activas de oxigeno capaces de
atacar al polimero (Schoemaker, 1990).

1.2. Sistema ligninolitico de los hongos de podredumbre blanca

El paso clave en la degradacién de la lignina es el ataque inicial por
agentes extracelulares responsables de su despolimerizacién, y liberacién de
compuestos de bajo peso molecular, que sufren posteriores reacciones y son
finalmente mineralizados intracelularmente. En general todos los agentes
ligninoliticos, incluyendo enzimas y compuestos de bajo peso molecular
(que a menudo actGan como mediadores redox), degradan la lignina
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mediante un proceso oxidativo (Kirk y Farrell, 1987). Las unidades de
lignina son oxidadas monovalentemente a radicales libres (generalmente de
tipo catibnico) que, en funcién de su estructura y condiciones del entorno,
sufren  diversas reacciones quimicas incluyendo reacciones de
despolimerizacién. Los compuestos de bajo peso molecular procedentes de
la despolimerizacién de la lignina son finalmente metabolizados hasta CO:
y H20.

Las enzimas extracelulares flngicas involucradas en el proceso de
degradacién de la lignina son de tipo oxidorreductasa, incluyendo lacasas,
peroxidasas y oxidasas productoras de Hz0:2 (Kirk y Cullen, 1998; Kirk y
Farrell, 1987).

Lacasas

Inicialmente se pensé que las lacasas debian desempefiar un papel
esencial en la degradacién de la lignina ya que su presencia constituye una
caracteristica tipica de todos los hongos de podredumbre blanca (capaces de
mineralizar la lignina transformando la madera en un material blanco
enriquecido en celulosa) (Kairik, 1965). Las lacasas son metaloenzimas de
tipo fenoloxidasas (EC 1.10.3.2) que contienen cobre en su centro activo y
catalizan la oxidacién de compuestos fendlicos y aminas aromaticas
sustituidos liberando HzO al utilizar Oz como aceptor final de electrones
(Thurston, 1994). Debido a su bajo potencial redox, las lacasas s6lo oxidan
directamente las unidades fendlicas de la lignina (Kawai ef al, 1987b; Kawai
¢t al., 1987a). Sin embargo, también son capaces de oxidar las unidades no
fendlicas mediante un sistema en el que estan implicados compuestos de
bajo peso molecular naturales (incluyendo metabolitos fingicos) o sintéticos
que actlian como mediadores redox (sistema lacasa-mediador) (Bourbonnais
y Paice, 1992). Las lacasas también pueden participar en la formacién de
especies activas del oxigeno, como el radical hidroxilo (OH* ), durante la
oxidacién de hidroquinonas. Los productos de esta reaccidén pueden reducir
el hierro férrico a la forma ferrosa que, en presencia de Hz20z, da lugar a la
reaccidén de Fenton (Guillén e 4/, 2000).

Peroxidasas

La primera peroxidasa ligninolitica fue identificada en el hongo
Phanerochacte chrysosporium (lignina peroxidasa, LiP) (Glenn ez a/, 1983; Tien y
Kirk, 1983). Esta enzima oxida compuestos aromaticos de alto potencial
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redox como el alcohol veratrilico (3,4-dimetoxibencilico) y dimeros modelo
de lignina de tipo no fenblico (incluyendo los enlaces mis frecuentes
mencionados anteriormente). Posteriormente se descubrié la manganeso
peroxidasa (MoP), que depende de iones Mn®* para completar su ciclo
catalitico y oxida compuestos de tipo fendlico a través del Mn** formado
(estabilizado en forma de quelatos).

En otros basidiomicetos se ha encontrado recientemente un tercer tipo
de peroxidasa ligninolitica, que comparte propiedades cataliticas con la LiP
y la MnP. Esta enzima, denominada peroxidasa versatil (VP), se describié
inicialmente en Plurotus eryngii (Camarero ef al, 1999; Martinez et o/, 1996;
Ruiz-Duefias o al, 1999a; 1999b) pero es también producida por otras
especies de Plurotus y Bjerkandera (Martinez, 2002). Ademis de oxidar
eficientemente el Mn?*, la VP oxida compuestos aromaticos fendlicos y no
fendlicos y colorantes.

Las perox1dasas que oxidan Mn?* (MnP y VP) también pueden degradar
compuestos aromaticos no fendlicos a través de radicales de peroxidacién de
lipidos insaturados (Bao ez a/, 1994).

Oxidasas productoras de H:0:

Antes de describirse el papel de las peroxidasas en la degradacién de la
lignina ya se habia observado en P. chrysogporium su capacidad para producir
H:0:, y la probable implicacién de este compuesto en la degradacién de la
lignina (Faison y Kirk, 1983; Koenigs, 1974). Inicialmente se pensé que el
H20: requerido por las peroxidasas para degradar la lignina era producido
por oxidasas intracelulares como la glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4) y metanol
oxidasa (EC 1.1.3.13) (Kelley y Reddy, 1986; Nishida y Eriksson, 1987),
pero el transporte del H2O2 al medio extracelular es complicado dado su
fuerte caracter oxidante. ,

Los estudios posteriores se centraron en oxidasas extracelulares como la
glioxal oxidasa (EC 1.1.3.-) de P. chrysosporium (Kersten y Kirk, 1987), una
metaloenzima que oxida aldehidos alifiticos como el glyoxal, y la aril-
alcohol oxidasa (AAO; EC 1.1.3.7). Esta ltima es una flavoenzima que
genera H20:z dentro de un sistema ciclico de oxido-reduccién de metabolitos
aromaticos sintetizados por el hongo, incluyendo el p-anisaldehido (4-
metoxibencilico), en el que también participan reductasas miceliares (Fig. 3)
(Guillén e 4L, 1994; Guillén y Evans, 1994; Gutiérrez e a/, 1994). Ademis
de ser el co-sustrato de las peroxidasas ligninoliticas, el H:0: podria
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participar en la degradacién de la lignina a través de la generacién de otras
especies activas de oxigeno. Entre éstas se encuentra el OH' , fuerte
oxidante que podria estar implicado en el ataque inicial a la lignina cuando
las enzimas ligninoliticas no pueden penetrar en la pared celular debido a su
compacta arquitectura molecular descrita anteriormente (Backa ef 4/, 1993;
Evans ¢z al,, 1994; Guillén ef 4/, 2000). También ha sido descrito que la AAO
evita la repolimerizacién de los productos liberados durante la
biodegradacién de la lignina (Marzullo ez 4/, 1995).

Lignina  Lignina oxidada
VP

H202 02
CH.0H CHO

AAO-FAD AAO-FADH,

[
L

OCHas OCHa
A |
I v
CH20H CHO

NAD(PUD(P)H

<

AAD
H . OCH

OCH3 Hifa ]

Figura 3. Esquema de la produccion de H2O2 en Pleurotus. El H202
se produce mediante un sistema ciclico de oxido-reduccién de p-
anisaldehido mediado por una aldehido deshidrogenasa intracelular
(AAD) y la AAO, y es utilizado por la VP. Adaptado de Varela e 4/
(2000b).

Para concluir este apartado sobre biodegradacién de la lignina, la Fig. 4
muestra un esquema general del mecanismo propuesto para su degradacion
por especies del género Plurotus, seflalando el papel de las principales
enzimas descritas anteriormente y las diferentes reacciones producidas: a)
oxidacién de unidades de lignina no fendlicas (90%) por VP y lacasa-
mediador (en el caso de las unidades fendlicas minoritarias se produciria
directamente radical fenoxilo); b) rotura del enlace éter en el C-4
originandose un radical fenoxilo; c) apertura del anillo aromatico; d) rotura
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Co-Cg entre los dos primeros carbonos de la cadena lateral de las unidades
de la lignina y formacién de un grupo carbonilo; €) reacciones de
desmetilacion/desmetoxilacién; f) repolimerizacién de radicales aromiticos;
g) reduccion de radicales; h-i) formacién de quinonas /hidroquinonas; j)
reducciéon de aldehidos aromiticos por AAD (la formacién de estos
alcoholes también puede ser via liberacién de metabolitos del hongo); k)
oxidacion de alcoholes arométicos por la AAO con produccién de H:Oz; 1)
reduccidn de quinonas por deshidrogenasas miceliares; m) oxidacién de
hidroquinonas a quinonas por lacasa o VP via semiquinonas, con reduccién
de O: a radical anibnico superéxido (Oz” ); n) generacién de OH: por
reaccion de Fenton entre Hz202 y Fe?* (tras reduccion del Fe** por el Oz );
y 0) ataque no-enzimatico de la lignina por el OH-

HE = Lignina
HOCH, HOGH,
HE——@\DCH HE — Lxgmna
1] o m— 3 HCOH f

OH ——/—/» <
A OCH,
H,GOH
n +— H(I: = Lignina
Lignina P Lacasa + H
Mediador
) -
<4——— H,0,- > _ ) OCH,
4 Fe* k HZ?OH o ngAO?
) AAO MeOH H? Lignina HZCfOH
CH,0H HC=0 & HGOH b H(F —Lignina
— ‘ —> H —»
OCH OCH d
-R ’ : O-R ’ Py ot OCH
"o N g Lo
‘ j 0~ HC — Lignina
2 |\ VP : HCOH
m 1| Lacasa 2
P
OCH
OH Lacasa o on

A

: OCH, i \OCH,4 h
l o
l

catabolismo intracelular

Figura 4. Esquema de la degradacién de la lignina por Pleurotus.
Adaptado de Gutiérrez y Martinez (1996).
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2. Flavoenzimas

Las flavoenzimas catalizan un amplio rango de reacciones bioquimicas,
tales como deshidrogenaciones, transferencia de uno o dos electrones,
activacién del oxigeno para dar lugar a reacciones de oxidacion e

O
O

H a H 4a H
N | 5 | 43NH  pk=67 1O a 5 47 4 3NH
8 2 P—— .
9 _X_10 1/K —— 8 /2&
Hs e N710a~N o H o 1;\? 10a[31 o)
'L ©) 3 ;'; H
H+, e
C:‘;\/ f‘\ H', e 58 ngH
10 ' 10
9a “N~10a N 93 N"10a N
' k
Ha
(CHOH);

THZ pKa=8.3

. (0]
{ FMN -o_,:==o
. i N x .
/ l N H N 4
3 Ao 5 Ay
0 N N) 7 3hH
! 10
-O—II:I’—O—CHg o Ha [ij 10a N
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H H
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Figura 5. Estructura del FAD o el FMN libre en su forma oxidada o
quinona, semiquinona (centro) y totalmente reducida o
hidroquinona (artiba). A pH alcalino la semiquinona puede
encontrarse en forma de radical anibénico de color rojo (abajo),

mientras que la forma neutra presenta color azul. Adaptado de Miiller
(1991).
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hidroxilacién, y emisién de luz (Massey, 1995). Estas proteinas pueden
llevar como cofactores flavin-adenin mononucleétido (FMN) o flavin-
adenin dinucleétido (FAD) (Fig. 5). Estos grupos prostéticos son esenciales
para su actividad enzimitica, salvo algunas excepciones como la
hidroxinitrilo liasa (EC 4.1.2.10), en la que no se sabe que el FAD esté
implicado en reacciones redox, sugiriéndose que desempefia un papel
estructural (Dreveny et 4/, 2001; Ghisla y Massey, 1989; Jorns, 1979).

El ciclo catalitico de las flavoenzimas lo componen dos reacciones: una
primera reaccion de reduccién, donde la flavina es reducida por un
compuesto donador de electrones, y una segunda reaccién de oxidacién
donde la flavina reducida es reoxidada, transfiriendo los electrones a un
compuesto aceptor y completando asi su ciclo. La parte reactiva de la
flavina (7,8-dimetilbenzo[g]pteridina-2,4(3H, 10H)-diona) es el anillo de
isoaloxazina. Esta es una molécula anfipatica formada por la fusién de un
dimetilbenzeno (parte hidrofébica) con un anillo de pteridina (para
hidrofilica). Su reduccién es reversible e implica una serie de cambios
quimicos en el anillo de flavina que afectan a las posiciones N1, C4a y N5.
La reduccién puede ser en un o dos pasos, dependiendo si se transfieren dos
electrones o un electrén respectivamente. El potencial redox de la flavina
libre es de unos -200 mV, pero en las flavoenzimas puede variar en un
rango entre -400 mV y +60 mV dependiendo del entorno aminoacidico
(Ghisla y Massey, 1989).

2.1. Clasificacion de las flavoproteinas

Tradicionalmente las flavoproteinas han sido agrupadas en clases,
caracterizandose los miembros de cada clase por las reacciones bioquimicas
que catalizan, su habilidad para reaccionar con el oxigeno o la naturaleza de
sus centros redox auxiliares. De esta forma pueden distinguirse las cinco
clases indicadas a continuacién (Massey, 1994; Massey y Hemmerich, 1980).

Clase 1. Deshidrogenasas/Transhidrogenasas

El cofactor es reducido via dos electrones, previa oxidacién y
deshidrogenacién del compuesto donador. Dependiendo de la naturaleza de
los 4tomos que acthian como donadores y aceptores de hidrdgeno, se
subclasifican en carbono-carbono transhidrogenasas, carbono-azufre
transhidrogenasas, carbono-nitrégeno transhidrogenasas y nitrbgeno-
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nitrégeno transhidrogenasas. Ejemplos de esta clase son la DT-diaforasa (EC
1.6.92.2) y la familia de las disulfuro reductasas. Por lo general estas
deshidrogenasas no forman una semiquinona estable, presentan muy poca
reactividad con el oxigeno y forman principalmente H202 y Oz (Massey ez
al,, 1969).

Clase 2. Deshidrogenasas/Oxidasas

Este tipo de flavoenzimas catalizan un amplio rango de reacciones de
oxidacidn, tales como la oxidacién de alcoholes o aminas, y otras mas
complejas como la oxidacién selectiva de alcaloides en plantas (Kutchan y
Dittrich, 1995). Estas reacciones se caracterizan por tener dos sustratos: un
dador de electrones (sustrato propiamente dicho) y el oxigeno molecular
(aceptor de electrones).

En la oxidacién del sustrato se produce la ruptura de un enlace C-H,
transfiriéndose los dos electrones al anillo de flavina. La flavina reducida es
reoxidada mediante la reduccién del Oz a H20z sin formacién aparente de
intermediarios estables (Massey, 1994):

S+0:-EFAD . py 00

(S: sustrato; P: producto; E-FAD: flavoenzima)

Como ejemplos de oxidasas ampliamente estudiadas cabe mencionar: D-
aminoicido oxidasa (EC 1.4.3.3), glicolato oxidasa (EC 1.1.3.15), glucosa
oxidasa, colesterol oxidasa (EC 1.1.3.6) y vainillil-alcohol oxidasa (EC
1.1.3.13). En general presentan caracteristicas comunes, como la
estabilizacién termodinamica de la flavina en forma semiquinona anidnica y
su reactividad con el sulfito sédico formando un aducto con el N5 de la
flavina.

Clase 3. Deshidrogenasas/Monooxigenasas

En estas flavoproteinas, la enzima en su forma reducida reacciona con el
Oz formando un intermediario estable de tipo hidroperéxido en el C4a de la
flavina (van Berkel y Mullér F, 1991). Estas enzimas no suelen estabilizar la
forma semiquinona, ni muestran reactividad frente al sulfito sbdico. Las
monooxigenasas presentan tres sustratos, el NAD(P)H que reduce a la

11
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enzima, el sustrato que serd oxigenado y el Oz. El intermediario en forma
hidroperéxido de la flavina reacciona con el sustrato aceptor al que
transfiere un 4tomo de oxigeno, formindose una C4a-hidroxiflavina que,
por deshidratacion, retorna a su forma oxidada liberdndose H:0. Como
ejemplos podriamos citar la p-hidroxibenzoato hidroxilasa (EC 1.14.13.2)
(Entsch y van Berkel, 1995) donde un sustrato aromatico es hidroxilado en
posicidn orto con respecto al grupo activante.

En ausencia de un aceptor de electrones el intermediario de tipo
hidroperéxido termina desapareciendo con la formacién de Hz20: (reaccién
de tipo oxidasa).

Clase 4. Deshidrogenasas/Electrén-transferasas

Las enzimas de esta clase llevan a cabo reacciones de deshidrogenacién y
transferencia de dos electrones a la flavina, pero el ciclo catalitico es
completado por transferencia secuencial de los dos electrones de la flavina
reducida a otra flavoproteina, con la formacién de intermediarios de tipo
semiquinona. Un ejemplo de esta clase es acil-coA deshidrogenasa (EC
1.3.99.3) que oxida moléculas de acil-coA por abstraccién de un protén del
Ca v la transferencia de electrones desde el Cg al N5 de la flavina (Ghisla y
Massey, 1989). Esta enzima forma semiquinona azul neutra en ausencia de
producto y anidnica roja en su presencia.

Clase 5. Electron-transferasas

Las electron-transferasas, como la flavodoxina (Ludwig y Luschinsky,
1991) y la ferrodoxina-NADP reductasa (Karplus e 2/, 1991), no catalizan
reacciones de deshidrogenacién de los sustratos sino reacciones de
transferencia de un electrén entre un donador y un aceptor. En su reaccién
con el Oz producen Oz” (Massey e al, 1969). En general estabilizan
termodinimicamente la flavina en forma semiquinona neutra pero no
suelen reaccionar con el sulfito.

Clase 6. Flavoproteinas complejas
Ademés existen flavoproteinas con centros redox auxiliares

(“flavoproteinas complejas™). Entre ellas se encuentran los flavocitocromos
que contienen un grupo hemo auxilar, siendo el mejor ejemplo la lactato
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deshidrogenasa (EC 1.1.2.4), que incluye FMN como grupo prostético y un
citocromo tipo b (Xia y Mathews, 1990). Otra flavoproteina compleja es la
celobiosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.18) que contiene un dominio de
citocromo tipo b y otro con FAD como cofactor (Hallberg e 4/, 2002).
También existen metalo-flavoproteinas como la xantina oxidasa (EC
1.1.3.22) que junto al FAD contiene sulfuro de hierro y molibdeno, y
algunas flavoproteinas bacterianas implicadas en la degradacién de benceno
y catecol que contienen en FMN como cofactor y un centro auxiliar con
sulfuro de hierro (Gassner ez 4/, 1995).

2.2. Reaccién de deshidrogenacion

Las flavoproteinas estan implicadas en la deshidrogenacion de una gran
variedad de compuestos (ditioles, alcoholes, aminas, nucleétidos de
nicotinamida reducidos, a-hidroxiicidos, etc.). El mecanismo de oxidacién
de estos sustratos conlleva la ruptura de un enlace C-H, la transferencia de
dos electrones desde el sustrato a la flavina y la formacién de un producto
oxidado con un doble enlace. En estas reacciones de deshidrogenacion existe
un grupo activante, adyacente al centro de ataque oxidativo, que facilita la
reaccion (Fig. 6).

Muchas flavoproteinas catalizan reacciones de o, B deshidrogenacion.
En estas reacciones el dtomo de carbono en posicidén o con respecto a un
grupo carbonilo o carboxilato es desprotonado por una base, lo que permite
la formacién de un doble enlace en posicién o, B. Se han propuesto
distintos mecanismos para explicar la reaccién mediante la cual las
flavoproteinas catalizan las reacciones de deshidrogenaciéon (Fraaije y
Mattevi, 2000; Ghisla y Massey, 1989) (ver Fig. 6):

» Transferencia de un hidruro: Se produce una transferencia directa del
ani6én hidruro desde el grupo C-H del sustrato al N5 de la flavina (de
esta forma tiene lugar la transferencia simultinea de dos electrones y
un proton).

*  Mecanismo a través de radicales: En la ruptura del enlace C-H se libera
el d&tomo de hidrégeno del sustrato que pasa al N5 formandose un
radical del sustrato y otro de la flavina (transferencia de un electrén y
un protén), y en un segundo paso se obtiene la flavina reducida y el
producto oxidado (por transferencia de un segundo electrén).
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* Mecanismo carboanidnico: Requiere de una base que retire el protén
del grupo C-H del sustrato, originindose una forma carboanidnica
que dona los dos electrones a la flavina de manera directa o formando
un intermediario covalente (a continuacidn se transfiere un protén).

Para muchas flavoenzimas estd propuesto un mecanismo de
transferencia de hidruro, aunque no existe realmente un consenso, y en
algunos casos existe una gran controversia como para la D-amino4cido

oxidasa (Lederer ez al, 1996).
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Figura 6. DPosibles mecanismos de las reacciones de
deshidrogenacién catalizadas por flavoenzimas: Transferencia directa
de un hidruro (1), mecanismo carboaniénico (2 y 3), mecanismo a
través de radicales (4 y 5). El centro de ataque oxidativo aparece
rodeado por un circulo, y el grupo activante enmarcado (R1 y R2

indican sustituyentes no especificados). Adaptado de Fraaije y Mattevi
(2000).
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3. Caracteristicas estructura-funcién de las flavoenzimas

Durante estos Gltimos afios se han producido grandes avances en el
conocimiento de las relaciones estructura-funcién de algunas flavoenzimas.
Esto se ha debido en gran medida al analisis de sus estructuras
cristalograficas (Fraaije y Mattevi, 2000), a los estudios realizados por
mutagénesis dirigida y a simulaciones moleculares con sustratos e
inhibidores (Friesner y Beachy, 1998). En la actualidad, se dispone de la
estructura cristalografica de unas 200 flavoproteinas (con FAD o FMN
como cofactor). No existe una clara relacién entre la estructura general y la
funcibén. Asi flavoproteinas con topologias similares presentan propiedades
funcionales distintas. Por ejemplo, oxidasas de tipo D- aminoacido oxidasa y
colesterol oxidasa (Mattevi e o/, 1996; Mizutani e 4/, 1996) poseen una
topologia similar en su dominio de unibén al FAD (Mattevi, 1998; Wierenga
et al, 1983) con hidroxilasas (p-hidroxibenzoato hidroxilasa) y
oxidorreductasas como la fumarato reductasa (EC 1.3.1.6) (Iverson ¢ al,
1999; Mattevi e al, 1999; Schreuder ¢ al, 1989). Por el contrario,
flavoenzimas funcionalmente relacionadas pueden llegar a tener topologias
generales muy distintas como la vainillil-alcohol oxidasa y la AAO (Mattevi
et al., 1997; Varela et al, 2000b).

De todas formas, y a pesar de su amplia diversidad catalitica, se puede
hablar de una serie de propiedades estructura-funciéon comunes en las
flavoenzimas de tipo deshidrogenasas (Fraaije y Mattevi, 2000; Ghisla y
Massey, 1989) tal como se explica a continuacién.

3.1. Sitio de unién de la flavina

La mayoria de las flavoenzimas tienen como cofactor FAD o FMN
disociable, existiendo muy pocos casos donde la unidn es covalente a través
de un enlace entre la cadena polipeptidica y la flavina (Decker, 1991).
Algunos autores sugieren que la flavinizacién covalente confiere un mayor
poder oxidativo a la flavina (Fraaije ¢ 4/, 1999). Por otro lado, se observa en
general que una carga positiva en las inmediaciones del anillo de flavina
tiende a incrementar el potencial redox, y que un ambiente hidrofobico o
una carga negativa tiende a disminuirlo (Ghisla y Massey, 1989; Massey,
1995).

En la formacién del complejo enzima-cofactor, el anillo de flavina puede
adoptar distintas conformaciones que se alejan mais o menos de una
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disposicién completamente plana (Hecht ef af, 1993; Vrielink e af, 1991).
En su unién con la proteina, la flavina suele formar puentes de hidrégeno
con aminoicidos del entorno del cofactor, y es comin que el grupo
pirofosfato del dinucleétido interaccione con la carga positiva asociada al
efecto dipolo de una hélice-t que se encuentre en sus proximidades,
contribuyendo a dicha unién. (Wierenga e 4/, 1983; 1985; 1986). Por otra
parte, la existencia de hélices-0 0 aminoicidos con carga positiva (lisina,
arginina y histidina) préximos a la zona N1-C20 de la flavina (a distancias
menores de 3,5 A) contribuyen a estabilizar la forma aniénica de la flavina
reducida.

El N5 del anillo ‘de flavina participa directamente en la reaccidén de
deshidrogenacion, aceptando un protén del sustrato (Ghisla y Massey,
1989). Finalmente, la forma reducida de la flavina resulta menos
energéticamente favorable que la forma oxidada.

3.2. Sitio de unién del sustrato

En la actualidad se conocen las estructuras cristalograficas de complejos
enzima-sustrato o enzima-inhibidor de algunos oxidasas como: p
hidroxibenzoato hidroxilasa/p-hidroxibenzoato (Schreuder e a/, 1989),
colesterol oxidasa/D-hidroisoandrosterona (Li et 4/, 1993), D-aminoicido
oxidasa/D-aminobenzoato (Mattevi ef 4/, 1996) y vainillil-alcohol oxidasa/4-
(1-heptenil)fenol (Mattevi ez al, 1997). Para la glucosa oxidasa (Meyer ez 4/,
1998) se ha modelado el sustrato en su centro activo. Los modelos
cristalograficos muestran como el sustrato se sitda en frente del anillo de
flavina a una distancia de unos 3,5 A del N5, definiendo un angulo con N5-
N10 de 96-117°. Otra caracteristica comin es la existencia de un canal o
cavidad por la que se accede al centro activo desde su superficie,
permitiendo asi la entrada de los sustratos. El centro activo suele estar
protegido de la exposicién al solvente (Mattevi e al, 1997) por distintos
mecanismos: en D-amino acido oxidasa, colesterol oxidasa y glicolato -
oxidasa (Stenberg y Lindqvist, 1997) existen lazos flexibles que actfian a
modo de tapadera permitiendo la entrada de los sustratos y la salida de los
productos, o bloqueando el acceso al centro activo cuando su conformacién
esta cerrada. En otras enzimas, como la p-hidroxibenzoato hidroxilasa, el
mismo anillo de flavina adopta una conformacién “abierta” o “cerrada” que
permite la unién del sustrato y liberacion del producto respectivamente
(Entsch y van Berkel, 1995; Moran ez al,, 1996).
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4. La glucosa oxidasa: una flavoenzima modelo

La glucosa oxidasa (B-D-glucosa-1-oxidorreductasa) fue descrita por
primera vez en Aspergillus niger en 1928 (Miiller, 1928). Esta flavoenzima
cataliza la oxidacién de B-D-glucosa a 3-glucolactona, que se hidroliza no
enzimaticamente a 4cido gluconico. Ha sido purificada de A. niger (Swoboda
y Massey, 1965) y Penicillium amagasakiense (Kalisz et al, 1990; Kusai et al,
1960), organismos en los que ha sido ampliamente estudiada y caracterizada
por su interés comercial (Wilson, 1992), asi como de Talaromyces flavus (Kim et
al, 1990). La glucosa oxidasa fingica es un homodimero de
aproximadamente 160 kDa, que contiene FAD unido no covalentemente
(una molécula por monémero) (Hayashi y Nakamura, 1976; Yoshimura y
Isemura, 1971a; 1971b). En 1993 se resolvi6 la estructura cristalografica de la
glucosa oxidasa de A. niger por difraccién de rayos X con una resolucién de
2,3 A (Hecht e al, 1993). Posteriormente se publicé su estructura a 1,8 Aal
mismo tiempo que se describid la estructura cristalografica de la glucosa
oxidasa de P. amagasakiense (Wohlfahrt et al, 1999). En el modelo
cristalografico de la glucosa oxidasa se observa la existencia de dos
dominios, el de unién del FAD y el de unién de los sustratos. Sobre la

Figura 7. Representacién esquemitica tras modelado de la B-D-

glucosa en el centro activo de la glucosa oxidasa de A. niger.

Tomado de Wohlfahrt (1999).
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estructura cristalografica de la glucosa oxidasa de A. nigery P. amagasakiense se
han realizado estudios de acoplamiento molecular utilizando B-D-glucosa
(Witt ez al, 2000; Wohlfahrt ef a/, 1999). El modelado (Fig. 7) muestra la
molécula de glucosa en el centro activo préxima al anillo de flavina,
formando puentes de hidrégeno con el cofactor y H559, H516; N514,
R512, T110 y contactos hidrofdbicos con F414, W426 y Y68. Posteriores
estudios de mutagénesis dirigida apoyan esta disposicién y confirman la
‘participacion de varios residuos en la actividad catalitica, siendo esencial en
la unién del sustrato R512, que forma dos puentes de hidrégeno con el 3-
OH de la B-D-glucosa (Witt ez 4/, 2000).

5. Flavoenzimas que oxidan alcoholes aromaticos

Las flavoproteinas estan implicadas en la oxidacién de una gran variedad
de compuestos entre ellos alcoholes aromaticos. Se conocen dos tipos de
flavoproteinas que oxidan estos compuestos: la AAO que oxida alcoholes
aromaticos no fendlicos, y la vainillil-alcohol oxidasa que oxida alcoholes
aromaticos activados por la presencia de un grupo fendlico.

5.1 AAO y vainillil-alcohol oxidasa

La AAO fue descrita por primera vez en 1960 (Farmer e a/, 1960) en
Trametes versicolor (sindnimo: Polystictus versicolor). Posteriormente ha sido
identificada y purificada en otros basidiomicetos ligninoliticos: Plurotus sajor-
caju (Bourbonnais y Paice, 1988), Plarotus eryngii (Guillén et 4/, 1988; 1990;
1992), Pleurotus ostreatus (Sannia et al., 1991), Bjenkandera adusta (Muheim ef al,
1990b; 1990a), Pleurotus pulmonarius (Gutiérrez et al, 1994; Varela ef o/, 2000a)
y P. chrysosportum (Asada ez al., 1995). También ha sido identificada en hongos
de tipo ascomiceto como Bosrytis cinerea (Goetghebeur et al, 1992), Fusarium
proliferatam (Regalado e al, 1999) y especies de tipo Geotrichum (Kim et al,
2001; Romero et 4/, 2003), aunque algunos de éstos Gltimos podrian ser
formas conidiales de basidiomicetos. Todas estas flavoenzimas son
extracelulares, a excepcién de la AAO de P. chrysosporium que se encuentra
asociada al micelio, y contienen una molécula de FAD unida no
covalentemente. Sus masas moleculares se sitlan entre 68 y 78 kDa. Las
variaciones son debidas fundamentalmente a distintos grados de
glicosilacién, como ocurre en la AAO de distintas especies de Plesrotus. Estas
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oxidasas catalizan la oxidacién de alcoholes aromaticos primarios a sus
correspondientes aldehidos con produccion de HzO:. Se caracterizan por
poseer una baja especificidad de sustrato oxidando una amplia gama de
alcoholes paromaticos con diferentes sustituyentes. Las AAO de especies de
Pleurotus, B. adusta y T. versicolor tienen propiedades cataliticas similares,
presentando las tasas mas altas de oxidacién frente al alcohol p-anisilico (4-
metoxibencilico). Ademas, la AAO de Plenrotus es capaz de oxidar alcoholes
alifiticos poliinsaturados. Desde un punto de vista fisiologico todas estas
enzimas estan implicadas en la actividad ligninolitica de los hongos que las
producen al generar HzO: (ver apartado 1.2) (Ander y Marzullo, 1997;
Martinez ez al,, 1994).

En Penicillinm simplicissimum (hongo no ligninolitico) fue identificada en
1992 una alcohol oxidasa intracelular, inducida por alcohol veratrilico (de
Jong et al, 1992). Su caracterizacién revelé que era capaz de oxidar alcohol
vainillilico  (3-metoxi-4-hidroxibencilico) a  vainillina  (3-metoxi-4-
hidroxibenzaldehido) con produccién de HzOz, por lo que se la denominé
vainillil-alcohol oxidasa. La vainillil-alcohol oxidasa es un éctamero de unos
500 kDa, que contiene una molécula de FAD por monbémero unida
covalentemente. Posteriormente se vio que esta flavoenzima era capaz de
oxidar un amplio rango de compuestos incluyendo aminas aromaticas,
alquilfenoles, alilfenoles y eter dimetilico (Fraaije ez 4/, 1995). La oxidacion
de estos compuestos es por un mecanismo de transferencia de un hidruro al
FAD formindose un intermediario de tipo p-quinona, seguido de la
desprotonacién del sustrato (Drijfhout e al, 1998; Fraaije y van Berkel,
1997). La vainillil-alcohol oxidasa forma parte de una nueva familia de
oxido-reductasas que contienen FAD unido covalentemente (Fraaije e al,
1998). En la actualidad se conoce su estructura cristalografica (Mattevi ez al,
1997). Se han identificado tres residuos Y108, Y503 y R504 implicados en la
activacién de los sustratos a través de un intermediario de tipo p-quinona-
metiluro (2,5-ciclohexadien-4-metilen-1-ona).

Recientemente ha sido descrita y caracterizada en larvas de insectos una
salicil-alcohol oxidasa funcionalmente relacionada con las AAO y la
vainillil-alcohol oxidasa (Bruckmann ez a/, 2002).

5.2. AAO de P. eryngii

En 1988 se detectd por primera vez una actividad AAO productora de
HzO: en P. eryngii (Guillén e 4/, 1988) coincidiendo con la descripcion de
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esta oxidasa en P. sgjorcaju (Bourbonnais y Paice, 1988). La AAO se aisld y
purifico de cultivos liquidos suplementados con extracto de levadura,
alcanzandose los niveles mas altos durante la fase estacionaria de
crecimiento del hongo (Guillén ¢ a/, 1992). También ha sido detectada
AAO en cultivos sobre sustratos lignocelulésicos desarrollados en
condiciones de fermentacién en estado sélido (Barrasa ez o/, 1998; Camarero
et al., 1997; Valmaseda ez al, 1991). La AAO de P. eryngii es una glicoproteina
momérica de un peso molecular estimativo de 72,6 kDa, con un porcentaje
de glicosilacién del 11% (estimado por SDS/PAGE). Esta flavoproteina
contiene FAD unido no covalentemente. Su extremo amino terminal
incluye la secuencia consenso G-X-G-X-X-G del dominio de unién del
FAD, ampliamente conservada en otras flavoenzimas (Wierenga e a/, 1985).

La AAO de P. epngi fue clonada y secuenciada (Varela ef al, 1999), asi
como la de P. pubmonarius que muestra un 95% de identidad con la primera
(Varela ez a/, 2000a). La obtencién del gen de la AAO permiti su expresién
heterbloga en Emericella nidulans y mas recientemente en E. coki (Ruiz-Duefias
et al., 2004; Varela ez al, 2001).

La AAO de P. epngi presenta actua sobre una amplia variedad de
compuestos aromaticos estructuralmente relacionados con la lignina y con
metabolitos arométicos secretados por el hongo. Los estudios de
especificidad realizados por Guillén (1992) mostraron que puede oxidar
alcoholes primarios con estructuras quimicas muy diferentes tales como 2-
naftalenmetanol, alcohol p-anisilico o 2,4-hexadien-1-ol, siendo el alcohol
bencilico la estructura aromética mas simple oxidada por la enzima (Fig. 8).
Uno de sus mejores sustratos es el alcohol p-anisilico, al igual que ocurre
con las AAO de P. pulmonarions y B. adusta.

La AAO de P. eryngii es una flavoproteina de tipo oxidasa, perteneciente a
la superfamilia de oxido-reductasas que contienen FAD como cofactor. Esta
clase de flavoproteinas se caracteriza por presentar una estructura
secundaria mixta con hélices-ot y ldminas-B (principalmente en disposicién
antiparalela). El dominio C-terminal de estas proteinas presenta una
estructura sandwich 0.+ y en su dominio N-terminal se encuentra el motivo
BaB de union del FAD (Wierenga et 4/, 1983). Pertenecen a esta
superfamilia: la familia GMC de oxidorreductasas - glucosa oxidasa y
deshidrogenasa (EC 1.1.99.10), metanol oxidasa (alcohol oxidasa; EC
1.13.13) y colina deshidrogenasa (EC 1.1.99.1) - la familia de la p
hidroxibenzoato hidroxilasa, L-aminoicido oxidasa (EC 1.4.3.2) vy
poliamino oxidasa (EC 1.5.3.11), y las UDP-aminoécido galactopiranosa
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mutasas (EC 5.4.99.9). La AAO de P. eryngii presenté una moderada
homologfa de secuencia con la glucosa oxidasa de 4. niger. Tomando como
modelo de referencia la estructura molecular de esta oxidasa se obtuvo un
modelo molecular para la AAO (PDB: 1QJN). El model6 presenta 15
hélices-0. y 5 laminas-B en los dos dominios mencionados anteriormente
para otras oxidasas.

6. Objetivos generales de este trabajo

El presente trabajo se inicia en el modelado por homologia de la enzima
AAO de P. eryngii, previamente clonada, secuenciada y expresada en forma
heteréloga. Pretende ser una continuacién de la caracterizacion de esta
interesante oxidasa, profundizando en los aspectos mas relevantes de sus
propiedades estructurales y funcionales. Para ello se plantearon los
siguientes objetivos especificos: i) estudios de especificidad y busqueda de
nuevos sustratos; ii) mecanismos cinéticos de oxidacién de diferentes
sustratos mediante la técnica de stoppedflow; iii) analisis del modelo de la
AAO obtenido por homologia; iv) identificacion mediante docking
molecular de los residuos potencialmente implicados en la -unidén y
oxidacién de los sustratos; v) comprobacion del papel de estos residuos
mediante construccién de distintas variantes de la AAO por mutagénesis
dirigida.
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1. Microorganismos y vectores plasmidicos
1.1. Cepas fingicas

Las hongos usados en el presente trabajo fueron el ascomiceto, E. nidulans
(familia Trichocomaceae; teleomorfo de . Asgpergillus nidulans) y el
basidiomiceto P. eryngi (familia Lentinaceae) conservados en la coleccion de
cultivos de hongos del Centro de Investigaciones Biolbgicas (CIB) del CSIC.
Las cepas utilizadas se indican a continuacién.

e E. nidulans IFJM' A729: Cepa auxbtrofa para biotina, metionina y
arginina (#/A1, mesG1, argB2) cedida por el Dr. M.A. Pefialva (CIB,
Madrid).

o P. eryngii IFJM A169: Cultivo obtenido a partir de un carpdforo
(mercado de Madrid) (depositado como CBS? 613.91 y ATCC 90787).

1.2. Cepas bacterianas

Las cepas de Escherichia coli utilizadas en la presente memoria se indican a
continuacion.

e DH5a (Stratagene®): Genotipo SupE44, AlacU169 (¢80 lacZAMI15)
hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, th-1, relA1 (Hanahan, 1983).

e XI10-Gold (Stratagene®): Genotipo Tet® A(mcrA) 183 A(mcrCB-
hsdSMR-mrr) 173 endA1 SupE44 thi-1 recAl gyrA96 relA1l lac Hte [F’
proAB 1ac®ZAM15 Tn10 (Tel*) Amy Cam®} (Jerpseth ez a/, 1997).

e W3110: cepa cedida por el Dr. A.T. Smith (University of Sussex, UK),
que se utiliz6 como huésped de expresiéon de genes clonados en el
plasmido pFLAGI.

1.3. Vectores

e pALCAlL: Vector de expresion derivado de pBluescript, portador del
promotor y secuencias reguladoras de la transcripcién del gen akA de E.
nidulans. Este gen codifica para la alcohol deshidrogenasa, cuya expresion
es inducible por diferentes compuestos, entre los que se encuentra la
treonina y el etanol, y reprimible por glucosa (Lockington e# a/, 1985).

' IFJM: coleccibn de cultivos de hongos del CIB procedente del antiguo Instituto
Jaime Ferran de Microbiologia.
? CBS: Centraalbureau vor Schimmelcultures.
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Este plasmido presenta el terminador transcripcional del gen #pC de E.
nidulans y como marcador de seleccién el gen argB, que codifica para la
ornitina carboximetiltransferasa implicada en la biosintesis de arginina.
Este plasmido fue cedido por el Dr. M.A Pefialva (CIB, Madrid)
(Fernandez-Cafidén y Pefialva, 1995). En este vector se cloné el cDNA de
la AAO de P. eryngii (ver GenBank AFO64069).

* pFLAGI: Vector de expresién de E. w4, derivado de pFLAG, portador
del promotor #ac y del gen de resistencia a ampicilina como marcador de
seleccion. El promotor zc es un hibrido entre los promotores #p y fac
inducible por IPTG’ (un anilogo no hidrolizable de la lactosa).

2. Medios de cultivo

A continuacién se describen los distintos medios de cultivo empleados,
tanto s6lidos como liquidos.

2.1. Medios de cultivo para hongos

Agar malta

Este medio se emple6 para el mantenimiento de los hongos utilizados en
este trabajo.
Tabla 1. Agar malta

Componentes g/L
Extracto de malta 20
Agar 20

Medio Czapek-Dox (modificado)

Este medio se utiliz6 para la produccién de AAO en cultivos de P. eryngi.
Su composicion se muestra en la Tabla 2.

* IPTG: isopropil tio-B-D-galactésido
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Tabla 2. Medio Czapek-Dox

Componentes g/L
Glucosa 10
Tartrato amoénico 2
Extracto de levadura (Difco) 1
KH:PO4 1
KCl 1
MgSOs 7 Hz2O 0.5
mL/L
Elementos traza (Tabla 3) 10
Tabla 3. Elementos traza
Componentes mg/L
NazB«O7 10 H20 100
CuSOs45 H20 10
Fe2(SO4)3 7H20 50
MnSO:+4H:20 10
ZnSO4 7H20 70
NH:Mo07024 4H20 10
Ajustar a pH 5.5 con HCl y esterilizar en autoclave a 110°C durante 30
min.
Medio minimo

Este medio se ha empleado como medio de crecimiento de E.
nidulans para la obtencién de micelio. También se ha utilizado para la
obtencién de esporas suplementado con un 1% de agar.

Tabla 4. Medio minimo

Componentes g/L
Glucosa 10
Tartrato aménico 0.92
mL/L
Solucién de sales (Tabla 5) 20

Ajustar a pH 6.8 con NaOH vy esterilizar en autoclave a 110°C durante
30 min. Para los medios de cultivo sélidos, afiadir agar al 1%. La soluci6n de
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L-arginina debe ser adicionada al medio autoclavado, tras ser esterilizada por

filtracion.
‘Tabla 5. Solucién de sales

Componentes g/L
KCl 26
MgS5047H:20 26
KH2PO4 76
mL/L
Elementos traza (Tabla 6) 50

Tabla 6. Elementos traza

Componentes mg/L
NazB«O7 10H20 40
CuSOs4 5H20 400
Fez(SOs )s H20 800
Na:2MoO+H:0 800
ZnSO+ 7H:0 8

Las soluciones de elementos traza y sales se esterilizan en autoclave a
121°C durante 15 min.

Para la cepa E. nidulans biAl, mesG1, argB2 hay que afiadir al medio los
requerimientos especificos indicados en la Tabla M7.

Tabla 7. Requerimientos especificos

Componentes mL/L
D-Biotina 100 mg/L 10
L-Metionina 14.9 g/L 5
L-Arginina 53 g/L 10

Medio de induccion para la AAO expresada en E. nidulans

Es el medio minimo descrito en el apartado anterior suplementado con
D-biotina y L-metionina a las concentraciones indicadas (la cepa E. nidulans
biA1, merG1, argB2 transformada no requiere arginina), al que se le adiciona
como inductor treonina a una concentracion 100 mM.
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Medio completo

Este medio se utilizb fundamentalmente como medio sélido para la
obtencién de esporas de E. nidulans y su mantenimiento.

Tabla 8. Medio completo

Componentes g/L
Glucosa 10
Peptona 2
Extracto de levadura 1
mL/L
Solucién de sales 50x (Tabla 7) 20
D-Biotina 100 mg/L 10
L-Metionina 14.9 g/L 5
Solucién de casamino4cidos 150 g/L 10

Ajustar a pH 6.8 con NaOH vy autoclavar a 110°C durante 30 min. A
continuacién afiadir 10 mL de la solucién de vitaminas (Tabla 9). Para
cultivo en medio sélido afiadir agar al 1%.

‘Tabla 9. Solucidén de vitaminas

Componentes mg/L
Tiamina HCI 50
Biotina 10
Acido nicotinico 100
D-Pantotenato de calcio 200
Piridoxina HCl 50
Riboflavina 100
PABA 100

2.2. Medios de cultivo para bacterias

Los medios de cultivo utilizados son los descritos en Sambroook y
Russell (2001).
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Medio LB

Fué el medio liquido empleado para el mantenimiento y propagacién de
E. coli. También se utiliz6 en forma sélida tras afiadir agar (20 g/L).

Tabla 10. Medio LB

Componentes g/L
Triptona 10
Extracto de

5
levadura
NaCl - 10

El medio se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min.
~ Medio y broth

Este medio se utilizd como medio de crecimiento de E. w/ en la
obtencién y preparacién de células competentes.

Tabla 11. Medio v broth

Componentes g/L
Peptona 20
MgSOs4 7H20 ’ 4
Extracto de levadura 5
KCl 7.5

El medio se ajusta a pH 7.6 con KOH vy se esteriliza en autoclave a 110°C
durante 30 min. Es aconsejable conservarlo a temperatura ambiente (a 4°C
el MgSOs precipita).

Medio terrific broth (TB)
Medio enriquecido y tamponado utilizado para el crecimiento de la cepa
de E. co/i W3110 transformada con el plismido pFLAG1 con el inserto del

gen de AAO. Este medio incrementa el rendimiento de DNA plasmidico a
partir de cultivos transformados de E. co4.
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Tabla 12. Medio TB

Componentes g/L
Triptona 12
Extracto de levadura 24
mL/L
Glicerol 4

Para su preparacién se afiaden 900 mL de agua destilada y se esteriliza en
autoclave durante 20 min a 121°C. En el momento de ser utilizado se
suplementa con 100 mL de una solucién 170 mM de KHzPO+ y 720 mM de
KHPO: (previamente esterilizada bajo las mismas condiciones del medio).

3. Mantenimiento y cultivo de los microorganismos
3.1. Mantenimiento de E. coli

Las cepas de E. coli se mantuvieron mediante resiembras periddicas en
placas de agar LB. Los medios inoculados se incubaron a 37°C durante 24 h.
Para conservar las bacterias durante tiempos prolongados, se realizaron
cultivos liquidos que fueron centrifugados a 8000 rpm durante 5 min y el
precipitado resuspendido en LB con glicerol al 20% (todo ello bajo
condiciones de esterilidad). Alicuotas de 200 pL en tubos Eppendorf
estériles se conservaron a -80°C.

3.2. Cultivo de E. coli

Los cultivos liquidos de E. e/ para la obtencién de biomasa se realizaron
en medio LB a 37°C y 150 rpm, durante toda la noche. El volumen del
medio de cultivo respetaba la relacion de un 20% (v/v) respecto al volumen
del matraz o tubo de incubacidn. Los cultivos en medio sélido se realizaron
en agar LB.

3.3. Mantenimiento de las cepas fungicas
Para el mantenimiento de las cepas de E. nidulans y P. eryngii se realizaron

resiembras periddicas utilizando, respectivamente, medio minimo con
biotina y metionina (y arginina en el caso de la cepa de E. nidulans sin
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transformar) y agar malta. Las placas, una vez inoculadas se incubaron a
37°C durante 4 dias con el fin de obtener un buen crecimiento y
esporulacion en el caso de E. nidulans. Las placas crecidas, previamente
precintadas, se conservaron a 4°C.

Para el mantenimiento de las cepas durante tiempos prolongados, se
utilizaron tubos inclinados de agar malta para P. eryngii 0 de medio minimo
(con los requerimientos mencionados anteriormente) para E. nidulans a los
que se adicioné un acaricida (Dieldrin, 40 pg/mL) y un antibidtico
(cloranfenicol, 12 pug/mL) para impedir el crecimiento de 4caros y bacterias
respectivamente. En el caso de P. eryngi también se adicioné benomilo
(Benlate, 3 mg/mL) que impide la proliferacién de hongos contaminante de
tipo ascomiceto. En el caso de E. nidulans también se conservaron conidios
(esporas asexuales) en glicerol. Este método consiste en afiadir 5 mL de agua
estéril con Tween 80 al 0.01%, a las placas esporuladas. Se rascan las esporas
con la ayuda de un asa de siembra, y el volumen recuperado se centrifuga en
tubos Eppendorf estériles a 8000 rpm durante 5 min, descartindose el
sobrenadante. Las esporas se resuspenden en glicerol estéril al 20% y se
almacenan a -20°C.

3.4. Cultivo de P. eryngii
3.4.1. Obtencion de in6culos

Como indculo se utilizé micelio homogenizado obtenido de cultivos del
hongo en matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 mL de medio
Czapek-Dox, que fueron inoculados con un fragmento de cultivo en placa
de agar malta, e incubados a 28°C y 180 rpm. Una vez crecido el micelio (3-
6 dias) fue triturado bajo condiciones asépticas en una batidora (Mod. 50/60
CY Sorvall Omni-Mixer) durante unos 20 s a la minima velocidad. El
inocul6 se prepar en un 5% del volumen de medio a inocular, ajustando en
peso seco a una concentracion final de 1 mg/mlL.

3.4.2. Produccién de AAO
- Para la producciéon de AAO se realizaron cultivos en matraces de 1 L con

250 mL de medio Czapek-Dox, que fueron inoculados como se describe en
el apartado anterior e incubados a 28°C y 180 rpm durante 6 dias.
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4. Determinaciones analiticas
4.1, Determinacion de proteinas

Las proteinas fueron cuantificadas siguiendo el meétodo descrito por
Bradford (1976) utilizando el Bio-Rad Prossin Assay. Este método se basa en el
cambio de absorbancia de 465 a 595 nm que experimenta una solucién de
Coomasie Blue G-250 al unirse a las proteinas.

Procedimiento: A 20 UL de muestra problema se afiade 1 mL del reactivo
diluido (1:4) en agua pentadestilada. La mezcla se agita por inversion y se
determina espectofotométricamente su absorbancia a 595 nm. La
concentracién de proteinas en las muestras se cuantifica usando como
referencia una curva patrén entre 0 y 1 mg/mL de albimina de suero

bovina (BSA).
4.2. Cilculo de coeficientes de extincion molar
4.2.1. Coeficientes de extincién molar de aldehidos

Para los estudios de especificidad de la AAO* fue necesario calcular los
coeficientes de extincién molar () de los aldehidos formados como
productos de oxidacién de los alcoholes ensayados. El calculo se llevo a
cabo bajo las mismas condiciones experimentales utilizadas para el estudio
de la actividad AAO con los sustratos objeto de analisis.

Procedimiento: Se prepararon soluciones 1 mM en tampén fosfato 100
mM, pH 6, de los aldehidos y sus correspondientes alcoholes. Tras obtener
los espectros de absorcién UV (espectofotdmetro Shimadzu UV-160) de
cada par aldehido-alcohol se eligié una longitud de onda (A) de maxima
absorbancia en el espectro diferencia aldehido-alcohol. Para todos los
sustratos utilizados la absorbancia del alcohol fue despreciable a dicha A (en
el caso de que hubiese varios maximos de absorcién se eligié la A mas
cercana a la regién visible del espectro). Una vez seleccionada la A, se
prepararon las diluciones apropiadas de cada aldehido y se midieron los
respectivos valores de absorbancia. A partir de estas medidas se determino e,

segin la ecuacién £ = 4-¢™"I™!, donde (A) es la absorbancia correspondiente
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a una concentracion (¢ ) molar de la sustancia a través de un paso &ptico (/)
en cm.

4.2.2. Coeficiente de extincion molar de la AAO

El coeficiente de extincién molar de la enzima AAO* expresada en E.
nidulans se determind a 463 nm, longitud de onda correspondiente a unos de
los maximos del espectro del FAD presente en esta flavoproteina (Chapman
y Reid, 1999).

Procedimiento: Se obtuvo el espectro de absorcién en el visible de la
muestra de AAO, midiendo su maximo de absorbancia a 463 nm (AAaso).
Dicha muestra, en un vial de 1,5 mL de cierre hermético y cubierto con un
papel de aluminio, fue calentada a 80°C durante 5 min. Tras centrifugacién
a temperatura ambiente, la apoproteina precipitada queda separada del
cofactor, con méximo de absorbancia a 450 nm (AArap). Como la
concentracion es la misma, la razén de absorbancias de la proteina y su
grupo prostético es igual (segin la ley de Lambert-Beer) a la de sus
coeficientes de extincidn, atendiendo a la siguiente ecuacién:

AMyo _ Apyp

£ £
A4Oigsum  “FADssown € pyr) isomy €5 1225 mM ™" cm?

4.3. Determinacion de la actividad AAO

La actividad AAO se evalub en base a la cantidad de aldehido que la
enzima es capaz de liberar a partir de la oxidacién de un determinado
alcohol.

4.3.1. Definicion de unidad enzimaitica
Una unidad de actividad AAO se definié como la cantidad de enzima

necesaria para transformar un pimol de sustrato por minuto, en nuestro caso
para liberar pmol de aldehido bajo las condiciones de reaccién ensayadas.
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4.3.2. Estimacién espectrofotométrica

Se determiné la produccién de aldehido como el incremento lineal de
absorbancia durante un minuto para una determinada longitud de onda, la
cual fue seleccionada en funcién de los espectros de los sustratos y sus
respectivos productos. El espectrofotémetro utilizado fue un Shimadzu
UV-160A.

Sustrato empleado

Mientras no se indique lo contrario, la actividad AAO se determin
utilizando alcohol veratrilico en tampén fosfato 100 mM de pH 6.

Procedimiento de valoracion

La reaccidn se realizd en cubetas de cuarzo de 1 mL que contenian
alcohol veratrilico a una concentracién final 8 mM y la apropiada dilucién
de la flavoproteina en tampén 100 mM de pH 6, ajustada a un volumen
final de 1 mL. Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente
(25°C) monitorizandose el incremento de absorbancia durante 1 min a 310
nm (gs10 = 9300 M! cm™) (Guillén ez 4/, 1992).

5. Métodos de analisis de acidos nucleicos
5.1. Reactivos especificos
5.1.1. Acidos nucleicos

El DNA del bacteriéfago lambda digerido con Hindlll (Marcador II) y el
DNA Molecular Weight Marker VII (usados como marcadores de tamafios en
los geles de electroforesis de DNA ) fueron adquiridos a Boehringer
Mannheim.

Los oligonucleétidos empleados como cebadores (primers) en los
experimentos de anilisis de secuencias de DNA, asi como los demas
oligonucleétidos utilizados a lo largo de esta memoria fueron sintetizados
en el servicio de Quimica de Proteinas del CIB, con un equipo de
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Pharmacia LKB (Gene Assembler Plus) (Narang, 1987). Las secuencias de

los cebadores utilizados se indican a continuacién:
Cebador AAOper1 directo:s ' -ATGTCGTTTGGTGCACTTCG-3 !
Cebador AAOper2 directo: 5'-GGATCAACAGAAGATTTCG-3 '
Cebador AAOper3 directo: 5'-GTTGTTCTTTCGGCGAG-3 "
Cebador AAOper4 directo: 5'-GCCGCTCATCAATCCGC-3
Cebador AAOper5 directo: 5'-CCCTTCGCGGCCCAACGCAC-3 !
Cebador AAOpercr] reverso: 5'-CTACTGATCAGCCTTG-3
Cebador AAOpercr2 reverso: 5'-GGATCATGGTGAAGATGTCG-3"
Cebador AAOpercr3 reverso: 5'-CGCTAGGATTGTTAACGATGG-3 "
Cebador AAOpercr4 reverso: 5'-CCTGACGAACTGCTGGATATTG-3 !
Cebador AAOpercr5 reverso: 5'-CCCCGACGACAACGTAGTC-3 "

Para el calculo de su concentracién se midié la absorbancia a 260 nm (una
unidad de absorbancia equivale a una concentracién de 20 pg/mlL). Para su
conservacion se guardaron a ~20°C.

5.1.2. Antibiéticos

La ampicilina utilizada fue adquirida en forma del preparado
farmacéutico a Boehringer.

5.1.3. Enzimas de restricciéon y modificadoras

La enzima BioTaq® polimerasa , Turbo P/#® polimerasa y Dpn I fueron
adquiridas a Stratagene®. También fueron suministradas por Stratagene®
las enzimas de restriccién EcsRI 'y Smal. La RNasa A de pancreas bovino fue
comprada a Boehringer. Las enzimas liticas utilizadas en la obtencién de
protoplastos, Novozyme 234 y Glucanex, fueron adquiridas a Novo
Nordisk Ferment Ltd.

5.2. Obtencién y purificacién de 4cidos nucleicos
5.2.1. Aislamijento de DNA plasmidico de E. coli
La extraccién de DNA plasmidico se realiz4 a partir de cultivos de E. ool

en medio liquido LB con ampicilina (100 pg/mL). La purificacién se realizb
a pequefia escala, partiendo de un volumen de cultivo de 1 a 3 mL y
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utilizando el kit Wizard Minipreps DNA Parification System (Promega ). El
protocolo utilizado fue el que se especifica en el manual de instrucciones.

5.2.2. Cuantificacién y estimacién de la pureza

La cuantificacién del DNA y estimacién de su pureza se llevd a cabo
espectrofotometricamente a partir de las absorbancias 2 260 y 280 nm. Una
unidad de absorbancia a 260 nm es equivalente a 50 ug/mL de DNA.

Por otro lado, el cociente Azeo/ Azoda una idea de la calidad del DNA, un
valor menor de 1.8 indica contaminacién con proteinas y valores superiores
a 2 indican posible contaminacién con cloroformo o fenol. En ambos casos
es aconsejable precipitar nuevamente el DNA.

5.2.3. Digestién y modificacién del DNA

Las digestiones del DNA con endonucleasas de restriccion se llevaron a
cabo segiin las indicaciones de Sambrook y Russell (2001). Generalmente, se
incubaron de 100 a 200 ng de DNA con 2 a 5 unidades de la enzima a 37°C
durante 1 h, en presencia del tampdén recomendado por las casas
comerciales.

5.3. Electroforesis en geles de agarosa

Los fragmentos de DNA se separaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 0.8% o 1.5% en tampdén TAE?, conteniendo bromuro de etidio a
una concentracién final de 1.2 uM (Sambrook y Russell, 2001). La muestra
se mezclé con el tampoén de carga’ en una relacién 1:9, y el potencial
aplicado fue de 50-120 voltios.

Las bandas de DNA se visualizaron por fluorescencia en un
transiluminador UV (mod. TVL-312A Vilver Laurmat). Los tamafios de los
fragmentos de DNA se estimaron por comparaciéon con marcadores de
distintos niimeros de pares de bases. Cuando se requiri6 fotografiar los geles
se utilizé una cAmara Polaroid con un filtro naranja y peliculas Polaroid de
tipo 667.

* TAE: Tris-acetato 40 mM pH 8 y EDTA 1 mM.

’ Tamp6n de carga: glicerol al 50%, azul de bromofenol 0.1%, azul de xilencianol
0.1% y EDTA 50 mM de pH 8.
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5.4. Secuenciacién del DNA

Las secuencias fueron realizadas por el Servicio de Secuenciacién del CIB.
Las reacciones de secuencia se resolvieron mediante electroforesis a 1680 V
y 50 mA en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 4%, en un
secuenciador automatico (ABI PRISM® 377 DNA Sequencer). Los
fluoréforos emiten sefiales a distintas longitudes de onda, que se recogen y
transforman directamente en la secuencia.

6. Expresion heter6loga
6.1. Expresién en E. nidulans
6.1.1. Vector de expresién

- El cDNA de la AAO de P. eryngii, incluyendo su péptido sefial, se cloné
en el vector pALCA1 en el sitio Smal, dando lugar al plasmido de expresion
PALAAO. Para ello, la secuencia completa se amplifico previamente por
PCR mediante dos cebadores correspondientes al C-terminal y N-terminal
de la proteina (EACt y ENt respectivamente) (Varela et o/, 2001).

ENt: 5'-ATGTCGTTTGGTGCACTT-3"'
EACt: 5'-CCCTACTGATCAGCC-3!

6.1.2. Transformacién de E. nidulans

Para la transformacién de E. nidulans se obtuvieron protoplastos y se
trataron con polietilenglicol y Ca** para favorecer la introduccién de DNA
foraneo en la célula. El protocolo utilizado para la obtencién de
protoplastos y transformacién de los mismos fue el descrito por Fernindez-
Cafion y Pefialva (1995).

Los transformantes se seleccionaron por complementacién de la
mutacién en el gen argB (que codifica la ornitina carboximetiltransferasa
implicada en la biosintesis de arginina) existente en E. nidulans IFJM A729
(6iAl, mefG1, argB2). Esta cepa sélo puede crecer en presencia de L-
- metionina, L-arginina, L-biotina. La complementacién de la auxotrofia para
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la arginina se realizé con el plismido pALCA1 que contiene el gen argB de
E. nidulans.

Obtencion del micelio

Para el crecimiento de micelio se inocularon 250 mL de medio minimo
(suplementado con L-arginina, L-biotina, L-metionina) en un matraz de 1L
con una solucién de esporas de E. nidulans (biA1, mefG1, argB2). Las esporas
se obtuvieron de un cultivo en placa de dicha cepa en medio completo
incubado durante 3 dias a 37°C. El matraz inoculado se incubd a 30°C con
una agitacién de 200 rpm. Tras 16 h de incubacién, el micelio se recuperd
por filtracién y se lavé con 100 mL de tampbn de lavado®. El exceso de
humedad del micelio se eliminé por absorcion en papel de filtro.

Obtencion de protoplastos

Se resuspendi6 1 g de micelio en 10 mL de tampdn de protoplastos frio
(TP) y se agitb con un vértex para romper el micelio. Esta suspension se
llevé a un matraz estéril de 250 mL, al que se afadieron 20 mg de
Novozyme 234 y 24 mg de BSA. La suspensién se incubé de 102 12 hen un
bafio a 30°C y 130 rpm, controlindose al microscopio la formacién de
protoplastos.

Los protoplastos obtenidos se diluyeron con TP hasta obtener un
volumen final de unos 20 mL por gramo de micelio inicial. Se prepararon
tubos Corex de 30 mL estériles con la solucién colchén® a una proporcién
1:4 respecto al volumen de la suspensién de protoplastos, la cual se afiadi6
dejandola deslizar con cuidado por debajo de la solucion colchon.

Tras su centrifugacién (10 min a 6000 rpm y 4°C), los protoplastos
quedaron en la interfase formada, que se recogi6é cuidadosamente con una
pipeta de 10 mL y pasé a otro Corex estéril. La solucién se diluyo
nuevamente, pero esta vez con 10-15 mL de ST? en agitacion continua para
evitar el choque osmbético.

¢ Tampén de lavado: MgSO4 0.6 M, NaHzPO+ 10 m M de pH 5.8.

7 Tampén de protoplastos: MgSO+ 1.2 M, NaH2PO+ 10 mM de pH 5.8. Ajustar el
pH a 5.8 con NaOH 1M.

¥ Soluci6n colchén: sorbitol 0.6M, Tris-HCl 0.1M de pH 7.5.

7 ST: Sorbitol 1M, Tris-HCl 0.1M de pH?7.5.
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A continuacion se centrifugé (10 min a 4000 rpm y 4°C), se retiré el
sobrenadante y resuspendieron los protoplastos en ST (volumen final de 1
ml). Finalmente, los protoplastos pasaron a un vial de 1.5 ml, se
centrifugaron durante 1 min (9000 rpm, a 4°C) y resuspendieron en 1 mL
de STC™. Este paso se repitié dos 2 veces, obteniéndose finalmente una
suspension en 200 uL de STC, que se mantuvo en hielo hasta el momento
de realizar la transformacién.

Transformacion

A los 200 pL de la suspensién de protoplastos se afiadieron 1-10 pg de
DNA (sin sobrepasar la relacién 1:10 en volumen) y 50 uL de
polietilenglicol (PEG") y se incubaron en hielo durante 20 min.
Transcurrido este tiempo se afiadié nuevamente 1 mL de PEG y se
mantuvieron 5 min a temperatura ambiente. Finalmente se centrifugaron (5
min a temperatura ambiente) eliminando el sobrenadante y resuspendiendo
los protoplastos transformados en 200 L de STC.

Extension en placa

Se afiadieron diluciones de la solucién de protoplastos transformados a
tubos con 3 mL de agar blando (mantenido liquido a 48°C). La mezcla se
extendié sobre un medio minimo con sacarosa 1 M, sin L-arginina. Las
placas se incubaron a 37°C y, tras unas 72 h, se observé la aparicién de
colonias, las cuales fueron estriadas en nuevas placas de medio minimo sin
L-arginina. A partir de éstas se realizd un nuevo pase a medio completo
(37°C) para obtener micelio crecido y esporulado.

6.1.3. Cultivo de la cepa E. nidulans transformada
Condiciones para la obtencién de in6culos
~ Los in6culos de la cepa E. nidulans (biAl, merG1, argB2) transformada se

prepararon a partir de una suspensién de esporas obtenida de placas de
medio completo tras unos cuatro dias de crecimiento. Para preparar la

¥ 8TC: ST y CL.Ca 0.01 M.
" PEG: PEG 6000 60% (p/v), Tris-HC 10 mM , Cl2Ca 10 mM, pH 7.5 ajustado
con HCl 1IM.
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suspensién de esporas se rascaron las placas esporuladas con la ayuda de un
asa de siembra y se afiadieron 5 mL de agua estéril con Tween 80 al 0.01%.

Condiciones para la produccion de la AAO*

Para la produccién de AAO* en E. nidulans se utilizaron matraces
Erlenmeyer de 1 L conteniendo 250 mL de medio minimo (suplementado
con metionina y biotina a las concentraciones que se indican en el apartado
2.1.1 de esta seccién). Los matraces fueron inoculados con un solucion de
esporas (5-10° esporas/mL de medio). Tras 24 h de crecimiento a 180 rpm y
28°C, el micelio fue filtrado y lavado con agua destilada estéril. El micelio
lavado fue transferido a matraces Erlenmeyer de 1 L que contenian 250 mL
de medio de induccién con treonina (ver apartado 3.11.4 de esta seccidn) e
incubado a 180 rpm y 28 °C durante 48 horas.

6.2. Expresion en E. coli

6.2.1. Vector de expresion

El cDNA que codifica el gen de la AAO se amplifico por PCR, sin
incluir los 27 aminoacidos que constituyen el péptido sefial, utilizando los
cebadores sintéticos  AAONt y AAOCt que aparecen abajo,
correspondientes respectivamente al C-terminal y N-terminal de la proteina
(el fragmento incluye el triplete de terminacién. El producto de PCR se
clonb en el vector de expresién pFLAG], entre las dianas Ndel y Blll,
obteniéndose el vector pPFLAG1AAQ.

AAONT: 5' -GGGAATTCCATATGGCCGATTTTGACTACGTTGTCGTCGG-3!
AAOCt: .5' -GGAAGATCTCTACTGATCAGCCTTGATAAGATCGG-3!

6.2.2. Transformacién y crecimiento de E. coli W3110

La construccién pFLAG1AAQ se utilizé para transformar células de E.
coli W3110, siguiendo el método descrito en Sambrook y Russell (2001).

A partir de una colonia de la cepa transformada cultivada en agar LB se
inocularon matraces de 250 mL con 30 mL de medio LB, incubandose
durante toda la noche a 37°C y 180 rpm.
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A partir de los cultivos anteriores se inocularon matraces de 2 L que
contenfan 500 mL de medio TB con 12.5 mL de inoculo, incubindose a
37°C y 180 rpm hasta obtener una densidad éptica a 500 nm de 1. En ese
momento, se afiadié como inductor IPT'G a una concentracién final de 1
mM (la solucién concentrada se esteriliz6 por filtracidn), incubindose
durante 4 h bajo las mismas condiciones. Transcurrido este tiempo, los
cultivos se centrifugaron a 7000 rpm durante 30 min descartindose el
sobrenadante y conservindose a 80 °C el precipitado, que contenia la
proteina inactiva en forma de cuerpos de inclusién.

6.2.3. Obtencio6n y solubilizacién de cuerpos de inclusién

El precipitado celular previamente congelado se resuspendié en el menor
volumen posible de solucién de lisis>. Una vez disuelto, se afiadi6 lisozima
(concentracién final de 2 mg/mL) y, tras incubacién en hielo durante 1 h, se
adicion6 DNasa. Transcurridos 30 min, las células se lisaron por sonicacién
y centrifugaron durante 30 min a 15000 rpm, descartindose el sobrenadante
con restos celulares. El precipitado con los cuerpos de inclusién fue disuelto
en la solucién de lavado®, homogeneizado con un homogenizador (Jencon
Uniform) y centrifugado (30 min a 15000 rpm). Este proceso de lavado se
repiti6 tres veces. Los cuerpos de inclusién lavados se solubilizaron en la
solucion de desplegado’, que incluye condiciones fuertemente
desnaturalizantes por la presencia de la urea 8 M y DTT 5 mM. Tras
centrifugacién (30 min a 15000 rpm) se descarté el precipitado,
quedandonos con el sobrenadante donde se encontraban las proteinas
desnaturalizadas disueltas. '

6.2.4. Plegado in vitro
La solucion de proteina desnaturalizada se diluy6 con la solucién de

plegado® hasta obtener una concentracién final de urea de 600 mM, con la
~ que se obtuvo un ptimo de proteina plegada (Ruiz-Duefias ez o/, 2004). La

*? Solucién de lisis: Tris HC] 50 mM de pH 8, EDTA 10 mM y DTT 5 mM.

" Solucién de lavado: Tris HCl 20 mM de pH 8, EDTA 1 mM, DTT 5 mM.

" Solucién de desplegado: Tris HCl 20 mM de pH 8, EDTA 2 mM, DTT 5 mM
y urea 8 M. :

¥ Solucién de plegado: Tris HCl 20 mM de pH 9, glutatién oxidado 2.5 mM,
glicerol al 40%, DTT 1 mM y FAD 0.02 mM.
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solucién de plegado fue mantenida en oscuridad a 4°C durante 5 a 7 dias,
alcanzindose tras este periodo un maximo de actividad AAO (medida frente
a alcohol veratrilico).

7. Purificacion de la AAO
7.1. Purificaciéon de la AAO salvaje y recombinante

Tanto la AAO recombinante expresada en E. nidulans como las distintas
variantes obtenidas por mutagénesis dirigida, se purificaron utilizando
basicamente el protocolo descrito por Guillén e 4/ (1992) para la
purificacién de la AAO salvaje (no recombinante) producida por P. eryngi.

7.1.1. Filtracién y concentracion

Tras 48 h de incubacidén en el medio de induccién con treonina, el
cultivo fue filtrado a través de papel Whatman n° 1. El crudo enzimatico
fue concentrado por filtracién tangencial con membranas de 3 kDa
(Membrane Cassette de Filtron) con una bomba peristaltica (modelo 7518-
02 de Masterflex). Para volimenes pequefios (fracciones de columnas
cromatograficas) se utilizaron cartuchos de ultrafiltracion de 5 kDa
(Millipore) y Nanosep (Pall Life Sciences) que fueron centrifugados a 6500
rpm y 4°C.

Para terminar de reducir el volumen del concentrado enzimatico se
utilizb dialisis en sacarosa. Las proteinas se concentraron en bolsas de
dialisis de celulosa de 12-14 kDa (Spectrum).

7.1.2. Cromatografia de exclusiéon molecular
Baja eficacia

Esta técnica se utilizb en el primer paso de purificacién del concentrado
enzimatico. Para ello se prepararon columnas XK 26/100 con Sephacryl® S-
200 (Pharmacia Biotech) como fase estacionaria. A la columna previamente
equilibrada con tampén tartrato 10 mM de pH 3 se le aplicé un volumen de
muestra de 5 mL, y se recogieron fracciones de 6 mL utilizando un colector
de fracciones y flujo por gravedad. Para el lavado de la columna se utilizo
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NaCl 500 mM. En todas las fracciones se analizb la presencia de AAO*
mediante medidas de la absorbancia a 465 nm (méximo de absorcién de
FAD-AAOQ) y la actividad enzimatica sobre alcohol veratrilico.

Alta eficacia

Esta técnica se utilizd tras la cromatograffa en MonoQ (apartado 7.1.3)
cuando los estudios posteriores a realizar asf lo requerfan, por ejemplo para
el calculo de su coeficiente de extincién o el peso molecular. Se utilizé una
columna Sephadex® 75 HR 10/30 (Pharmacia Biotech). El equipo
cromatografico empleado fue un HPLC AKTA® (Pharmacia Biotech) que
consta de un inyector, dos bombas de gradiente, un detector UV-visible y
un colector de fracciones. Se inyectd un volumen de muestra de 200 uL y se
eluyé con tampén fosfato 10 mM de pH 6, con 150 mM de NaCl,
utilizando un flujo de 0.5 mL/min. Las fracciones recogidas fueron de 1
mL, monitorizandose la elucién de las proteinas a 280 nm y la presencia de

AAO* a 465 nm.
7.1.3. Cromatografia de intercambio iénico de alta eficacia

Esta técnica cromatografica de alta eficacia se utilizé como tltimo paso de
purificacién de la AAO con las muestras procedentes de la columna de
Sephacryl® $-200. La columna utilizada fue una Mono Q® HR 5/5
(Pharmacia Biotech) en el equipo cromatografico descrito en el apartado
anterior. A la columna previamente equilibrada con tampén fosfato 10 mM
de pH 5.5 se aplicé un volumen de muestra de 1 mL. Para la purificacién de
la. AAO* se aplico un gradiente formado por el mismo tampén de
equilibrado (solucién A) y diferentes proporciones del mismo tampén
suplementado con NaCl 0.5 M (solucién B). El porcentaje de B se muestra
en la Tabla 13. Las fracciones recogidas fueron de 1 mL, monitorizindose la
absorbancia a 280 y 465 nm. En las fracciones con absorbancia a 465 nm se
valord la actividad AAO utilizando alcohol veratrilico como sustrato.

Para la separacion de las distintas formas de AAQO observadas tras
expresion en E. nidulans (apartado 1.1.3 de Resultados) se utilizé el programa
de separacién descrito en la Tabla 14 utilizando como solucién B tampén
fosfato 10 mM de pH 5.5 suplementado con NaCl 0.2 mM
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Tabla 13. Programa para la purificacion de la AAO*
de E. nidulans mediante intercambio iénico (las

soluciones A y B se indican anteriormente).

Tiempo Flujo
(min) %B (mL/min)
0 0 1
5 0 1
21 50 1
22 100 1
24 0 1
28 0 1

Tabla 14. Programa de separacion de las
distintas formas de AAO* de E. nidulans.

Tiempo Flujo
(min) % B (ml/min)

0 30 1

5 30 1

95 50 1

96 100 1

97 30 1

98 30 1

7.2. Purificacion de la AAO* de E. coli

La AAO* de E. wk se purific tras un Gnico paso cromatografico tal
como se detalla a continuacion.

7.2.1. Filtracién y concentracion

Para concentrar la solucién de proteinas renaturalizadas tras su replegado
durante 7-10 dias se utiliz filtracién tangencial tal y como se describid en el
apartado 7.1.2.
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7.2.2 Cromatografia de intercambio i6nico

Para purificar la AAO* de E. wii se utilizé una columna de intercambio
ibnico Resource” Q de 6 mL (Amersham Biosciences) tras filtracién y
concentracion. A la columna previamente equilibrada con tampén fosfato
10 mM de pH 5.5, se aplicé un volumen de muestra de 3-5 mL. El tampén
que se utiliz6 para separar las proteinas fue el mismo de equilibrado
(solucion A) suplementado con NaCl 0.5 M (solucién B). El programa de
separacion es el que se muestra en la siguiente (Tabla 15).

Se recogieron fracciones de 1 mL, monitorizindose la absorbancia a
280 y 465 nm. En las fracciones con absorbancia a 465 nm se valoré la
actividad AAO utilizando alcohol veratrilico como sustrato.

Tabla 15. Programa para la purificacién de la
AAO* de E. coli mediante intercambio i6énico (las

soluciones A y B se indican anteriormente).

Tz’er{zpo % B Flujo'
(min) (mL/min)
0 0 1
12 0 1
19 50 1
22 100 1
27 100 1
33 0 1

7.3. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Los geles desnaturalizantes se realizaron con poliacrilamida al 7.5 %,
conteniendo dodecil sulfato sédico (SDS) segin el método de Laemmli
(1970). La electroforesis se llevaron a cabo en un sistema Mini Protean II
(Bio-Rad) siguiendo las indicaciones del fabricante.

7.3.1. Preparacién del gel
Cada gel estaba constituido por dos partes, el gel concentrador al 6 % en

la parte superior y el gel separador al 7.5 % en el resto. La composicién de
ambas partes se muestra en la Tabla 16.
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Tabla 16. Composicion del gel usado en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Gel concentrador volumen
Tampén A 1.25 mL
Acrilamida/bisacrilamida (30%/0.8%) 0.75 mL
TEMEDY 5uL
Persulfato de amonio 10% 20 uL
Agua destilada 3.25 mL
Gel separador volumen
Tampbn B® 1.28 mL
Acrilamida/bisacrilamida (30%/0.8%) 1.79 mL
TEMED 5uL
Persulfato de amonio 10% 15 uL
Glicerol 50% 104 uL
Agua destilada 2.43 mL

7.3.2. Realizacion de las electroforesis

Las muestras (hasta 25 pg) se diluyeron en el tampdn de carga en la
relacién 2:1. La composicidn del tampdn de carga se muestra en la Tabla 17.
Antes de ser aplicadas en los geles, se hirvieron las muestras durante 5 min

para provocar la desnaturalizacién completa de las proteinas.

Tabla 17. Composicién del tampén de carga

Componentes

Tris base 0.5 M pH 6.8 3.75mL
Glicerol 87% 3.45 mL
B-mercaptoetanol 1.5mL
Dodecil sulfato sédico (SDS) 09¢g
Azul de bromofenol 0.8% 1mL
Agua destilada 1.67 mL

Tampén A: Tris base 0.5 M de pH 6.8 y SDS al 0.4%.

" TEMED: N,N’,N’-tetrametiletilendiamina

¥Tampé6n B: Tris base 3 M, pH 8, y SDS al 0.4%
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La electroforesis se realiz6 en condiciones desnaturalizantes con tampén
de electroforesis” con SDS y una corriente constante de 30 mA por gel.

7.3.3.Tincién de proteinas

La tincién de proteinas se llevé a cabo tras lavado con agua destilada para
eliminar los restos de SDS. La tincién se realizé sumergiendo el gel durante
30 min en una solucion de metanol, agua y 4cido acético (50:40:10) con
0.25% (w/v) de azul de Coomassie R-250 (Sigma). Una vez transcurrido el
tiempo de tincidn, se retird la solucién y se decolord el gel afiadiendo 4cido
acético al 10%. Esta solucién se reemplazd varias veces hasta que se
visualizaron las bandas de proteinas.

8. Caracterizacion de la AAO* de E. nidulansy E. coli
8.1. Determinacién de caracteristicas fisico-quimicas
8.1.1. Temperatura 6ptima

Para determinar la temperatura éptima de la AAO* purificada se
midieron las velocidades iniciales de reaccién (incremento lineal de
absorbancia) a distintas temperatura en un rango de 25 a 65°C utilizando
como sustrato alcohol veratrilico bajo las condiciones habituales de
reaccion.

8.1.2. pH 6ptimo

El tampén utilizado fue citrato-fosfato-borato por el amplio rango de
valores de pH sobre los que ejerce una buena capacidad amortiguadora. La
enzima purificada se dializé frente a tampén citrato-fosfato-borato 10 mM
de pH 5, y se estimaron las velocidades iniciales de reaccién (incremento
lineal de absorbancia) en un rango de pH entre 2-12. El sustrato (alcohol
veratrilico) se prepard a una concentracién 8 mM en tampén citrato-fosfato-
borato 100 mM de los distintos pH a valorar (la cantidad de enzima afiadida
fue de 20 uL/mL de mezcla de reaccién).

¥ Tampén de electroforesis: Tris base 0.25 M, glicina 1.92 M, ajustar a pH 8.3 y
afiadir SDS al 1%
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8.1.3. Estabilidad al pH

Para determinar la estabilidad al pH, 20 pL de enzima purificada dializada
frente a tampén citrato-fosfato-borato 10 mM de pH 5 se afiadieron a 1 mL
del mismo tampdn a los distintos pH a determinar su estabilidad. Tras 24 h
a 25°C se valord la actividad frente a alcohol veratrilico en tampén citrato-
fosfato-borato 100 mM de pH 5. A

8.1.4. Estabilidad a la temperatura

La estabilidad de la enzima a la temperatura se determiné incubando
durante 50 min la enzima purificada en tampdn fosfato 100 mM, pH 5, a
distintas temperaturas en un rango de 55 a 75°C. La actividad AAO residual
se midié con alcohol veratrilico en tampdn fosfato 100 mM, pH 5, a
temperatura ambiente.

8.1.5. Masa molecular

La masa molecular de la AAO de P. eryngii y sus formas recombinantes
expresadas en E. nidulans y E.coli se determin6 por espectrometria de masas

en un equipo MALDI-TOF Biflex de Bruker. Estos analisis fueron
realizados en el servicio de cromatografia del CIB.

8.2. Determinacion del grado y tipo de glicosilacion

Tanto la enzima salvaje purificada de P. enyngii como recombinante
expresada en E. nidulans fueron desglicosiladas (en condiciones nativas) para
determinar el grado de glicosilacién. En las reacciones de desglicosilacién se
utilizaron endo-B-N-acetilglucosaminidasa (Endo H de Boehringer-
Mannheim) y N-glicosidasa F* (Roche). Ambas enzimas liberan los
oligosacaridos unidos por enlace N-glicosidico. Para ello hidrolizan el enlace
entre los dos restos de N-acetilglucosamina unidos a la asparagina de la
proteina (endo-glucosaminidasa) o entre la primera N-acetilglucosamina y la
asparagina (N-glicosidasa) (Tarentino y Maley, 1974). Ademas se utilizo O-
glicosidasa (Roche) que libera los oligosaciridos unidos por enlace O-
glicosidico al hidrolizar el enlace entre N-acetilgalactosamina y los residuos
de serina o treonina de la proteina.
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Las reacciones se realizaron con cada una de las desglicosidasas por
separado, utilizando tampén fosfato 20 mM, pH 7.2. Para 10 pg de
glicoproteina en un volumen de 100 pL se afiadieron 2 U de N-glicosidasa
F*, 2 mU O-glicosidasa o 10 mU de Endo H. Las proteinas desglicosiladas
fueron analizadas por espectrometria de masas de MALDI-TOF tal como se
describe en el apartado anterior.

8.3. Determinacion de la secuencia N-terminal

La secuencia del extremo N-terminal de la AAO* fue obtenida por
degradacion automatizada de Edman, de una muestra de 5 pg de proteina
purificada, en un secuenciador Applied Biosystems (Perkin Elmer, modelo
Procise® 494), trabajando en modo liquido, con un detector om-iine de
feniltiohidantoina (modelo 140C). Estos anilisis fueron realizados en el
servicio de quimica de proteinas del CIB.

8.4. Propiedades espectrofotométricas

Los espectros de absorcién de la enzima nativa y las distintas variantes se
llevaron a cabo en un espectrofotémetro HP 8453 U V-vxslble Hewlett
Packard, salvo que se 1nd1que lo contrario.

8.4.1. Espectro de absorcion FAD-AAO

Los espectros de absorcion UV/VIS fueron obtenidos en tampén fosfato
10 mM, pH 6. Los barridos se hicieron en el rango de 300 nm a 550 nm. La
concentraciéon de enzima utilizada fue calculada usando el coeficiente de
extincién molar de la AAO-FAD previamente calculado (e = 10280 y
11050 M cm™ para las enzimas de E. nidulans y E. cols respectivamente). Los
ensayos se realizaron a temperatura ambiente, usando cubetas de cuarzo de
1 mL con 1 cm de paso 4ptico.

8.4.2. Reduccién de la AAO con ditionito
Los espectros de reduccién de la enzima oxidada se realizaron en
condiciones anaerdbicas. Para ello se desplazd el oxigeno de todas las

soluciones mediante ciclos alternos de vacio y argén de 10 min cada uno
(este proceso fue repetido varias veces). La evacuacién del oxigeno de la
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solucién de enzima, previamente dializada en tampén fosfato 10 mM de pH
6, se realizd directamente en una cubeta cerrada (Hellma) a la que se aplico
vacio y argbn a través de un cierre de teflén. A continuacion, la enzima fue
titulada con diferentes concentraciones de una solucién stock anaerobia de
ditionito sédico 250 mM en tampdn fosfato 100 mM, pH 6, afiadida en
condiciones anaeribicas con una microjeringa (Hamilton) de 10 pL.

8.4.3. Reactividad de 1la AAO con sulfito

Para realizar este ensayo se utilizd una muestra de AAO purificada y
dializada frente a tampén fosfato 10 mM, pH 7, que fue titulada con
diferentes concentraciones de una solucién 1 M de sulfito sédico en tampon
fosfato 100 mM, pH 7.

8.4.4. Reduccién de 1a AAO con alcohol anisilico

La reduccién enzimética de la AAO en su forma oxidada se realizd
utilizando alcohol anisilico como sustrato. Para ello se utiliz una solucién
stock de alcohol 16 mM en tampén fosfato 100 mM, pH 6. El experimento
se llevd a cabo en condiciones anaerdbicas, tal como se describe en el
apartado 8.4.2. Para eliminar las posibles trazas de oxigeno en las soluciones
se afiadieron glucosa oxidasa comercial (10 U por 0.8 mL de reaccion, de
Sigma-Aldrich) y glucosa (310 mM concentracion final).

8.4.5. Fotorreduccion

El ensayo de fotorreduccién se realizd bajo condiciones anaerdbicas en
tampdbn fosfato 100 mM, pH 6 y 9, en presencia de EDTA 1 mM y 5-
deazaribloflavina, tal como describen Medina et al. (1998). Con objeto de
realizar el experimento en las condiciones de anaerobiosis mas estrictas, se
utiliz una cubeta de cuarzo disefiada para trabajar en ausencia de oxigeno,
a la que se aplicaron ciclos sucesivos de vacio y argon en un tren de
anaerobiosis. Los espectros se realizaron en un espectrofotometro 942
Kontron Uvikon, tras distintos tiempos de exposicion directa de la muestra
a la luz de una limpara de 50 W. Estas medidas se realizaron en el
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad de
Zaragoza.
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8.5. Caracterizacion cinética
8.5.1. Especificidad de sustrato
8.5.1.1. Sustratos empleados

Tal como se indica a continuacién, todos los compuestos utilizados
fueron comerciales con la excepcién del alcohol 3-cloro-p-anisilico.

Alcoholes: pfluorobencilico y m-fluorobencilico de Flurochem, p-
clorobencilico, m-clorobencilico, cinamilico, bencilico, veratrilico, -
anisilico y 2,4-hexadien-1-ol de Aldrich, p-metoxibencilico (p-anisilico) de
Fluka, y 3-cloropanisilico proporcionado por el Dr. Ed de Jong
(Universidad de Wageningen).

Aldehido: p-fluorobenzaldehido de Fluorochem.

Acido: 4cido p-hidroximetilbenzoico (alcohol p-carboxibencilico) de
Fluka.

8.5.1.2. Constante cinéticas de estado estacionario

Estos ensayos se realizaron con concentraciones crecientes de los
sustratos anteriormente indicados disueltos en tampén fosfato 100 mM de
pH 6. La actividad AAO fue determinada midiendo la tasa de oxidacién de
los diferentes alcoholes a sus correspondientes aldehidos segun el método
descrito en el apartado 4.4.2.

Los coeficientes de extincién molar para los siguientes aldehidos fueron
calculados bajo las mismas condiciones del ensayo de valoracién de las
actividades:  pfluorobenzaldehido  (e252=13700 M*! cm),
fluorobenzaldehido (g24=10280 M cm™), p-clorobenzaldehido (g260=15862
M* cm?), m-clorobenzaldehido (£20=5923 M* cm), cinamaldehido
(€310=15600 M* cm), 2,4-hexadien-l-al (0=30140 M' cm?) y p
carboxibenzaldehido (e20=2552 M cm). El resto fueron tomados de la
literatura: benzaldehido (g2s0=13800 M cm™), veratraldehido (g310=9300 M-
! cm), manisaldehido (g314=2540 M cm), p-anisaldehido (e2s5=16950 M
cm™) (Guillén ez 4/, 1992) y 3-cloro-p-anisaldehido (e2ss= 15000 M* cm) (de
Jong et al, 1994).

A partir de los datos obtenidos se determinaron la constante de afinidad
aparente (K,) y la velocidad maxima (I/,,) por el método de dobles
reciprocos de Lineweaver-Burk (1/V frente a 1/S), donde S es Ia
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concentracién del sustrato ensayada y V es la velocidad de reaccion
enziméatica obtenida a esa concentracién. La constante catalitica (&) fue
calculada con la masa molecular obtenido por espectrometria de masas, que
fue de 69742 y 61847 daltons para la AAO* de E. nidulans y E. coli
respectivamente. Las medias y errores estindar de £,/K, se obtuvieron

mediante el ajuste a la ecuacién de Michaelis-Menten normalizada definida
como v = (keakin) [5]/(1+ [S]/Kn) .

8.5.2. Estudios de inhibicién

Los ensayos de inhibicién se realizaron con chavicol (p-
hidroxialilbenceno) de Quest, y 4cido p-anisico, p-metoxibencilamina,
bencil-metil-eter y tolueno de Aldrich, utilizando como sustrato alcohol
veratrilico. Con los datos obtenidos se realizaron graficas de dobles
reciprocos para determinar el tipo de inhibicion y poder calcular la
constante de equilibrio para la fijacién del inhibidor (K).

8.5.3. Cinéticas rapidas con flujo detenido (stopped-flow)

Se utilizé un aparato de mezcla ripida con flujo detenido modelo $X.17
MV de Applied Photophysics conectado a un ordenador Acorn 5000. Los
ensayos se realizaron en anaerobiosis (Medina ez a/, 1998). Estos estudios se
llevaron a cabo en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de
la Universidad de Zaragoza.

8.5.3.1. Preparacién de las muestras en anaerobiosis

Las muestras de enzima y sustrato se prepararon por separado en
tondémetros de vidrio con un sistema de doble apertura. Al tonoémetro con
la enzima se le adicionaron 10 U de una solucion comercial de glucosa
oxidasa, y al que contenia el sustrato se afiadi glucosa a una concentracion
final de 310 mM (todo ello para garantizar las condiciones de anaerobiosis
durante las medidas). Por su extremo superior los tondémetros se conectan al
tren anaerdbico, aplicaindose sucesivos ciclos de argdn y vacio. El tren
anaerdbico es un sistema de tubos con llaves de paso conectados a una
bomba de vacio y una botella de argdn que fluye a través de una columna de
catalizador para eliminar las posibles trazas de oxigeno. Tras la anaerobiosis
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los tonémetros se conectaron a la entrada de las jeringas del equipo de

stopped-flow.

8.5.3.2. Medidas en el equipo de stopped-flow

Para conseguir condiciones anaerobias en el aparato de stopped-flow, se hizo
pasar varias veces a través del sistema una disolucién de ditionito sédico
saturada en anaerobiosis. Los restos de ditionito fueron eliminados con
posteriores disparos de tampén fosfato 100 mM pH 6 también anerébico.

Para el calculo de las tasas de reoxidacién de la AAO* por el oxigeno
molecular se utilizd tampén fosfato 200 mM de pH 6, saturado con
oxigeno. Para la fotorreduccién previa de la enzima se afadieron al
tonometro 4 mL de la AAO¥, 50 uL de EDTA 80 uM y 5-deazariboflavina
5 M. Tras conseguir condiciones anaerdbicas en el interior del tonémetro,
la mezcla se iluminé con una limpara halégena de 50 W mientras se
continuaban realizando ciclos continuos de argén y vacio. Una vez reducida
la muestra se cerrd la llave superior del tonémetro y, con presién positiva
de argdn, se desconectd del tren de anaerobiosis. Todas las muestras fueron
inyectadas en el equipo de stopped-flow bajo presién positiva de argdn.

Para las cinéticas de reduccién de la AAO* oxidada (espontineamente) se
utilizaron los alcoholes veratrilico, p-anisilico y 3-cloro-anisilico a distintas
concentraciones. También se observé la reduccién de la enzima con el p-
anisaldehido. Las medidas se realizaron a 25°C y la reduccién de la enzima
se siguid a través de descenso de absorbancia a 460 nm.

8.5.3.3. Ajuste y obtenci6én de parametros cinéticos

Los datos obtenidos se analizaron mediante el sofivare del equipo Applied
Photohysics SX.17 MV. Los ajustes realizados permitieron obtener las
constantes observadas (obs) cuyas unidades vienen dadas en s™.
8.6. Estudios por YF NMR
8.6.1. Sustratos empleados

Los sustratos empleados fueron los alcoholes ofluorobencilico, -

fluorobencilico y pfluorobencilico y el pfluorobenzaldehido (todos ellos de
Fluorochem) a una concentracién 1 mM en tampén fosfato 100 mM, pH 6.
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8.6.2. Condiciones de reaccion

La mezcla de reaccién contenia 0.5 mM de sustrato y 20 puL de una
solucién de AAO para dar una concentracion de 22.5 pg/mL (o hasta 5
veces mas alta en los ensayos de oxidacién de aldehidos aromaticos) en 2 mL
de tampdn fosfato 100 mM, pH 6. Para evitar la autoxidacion de los
sustratos y productos de la reaccién enzimatica, se adicioné ascorbato
sédico (ajustado a pH 6) a una concentracion final 1 mM.

Tras 1 y 3 h a 25°C en agitacién, la reacciones enzimaticas fueron
detenidas mediante congelacién en nitrégeno liquido y conservadas a -20°C.
Para los analisis de ®F NMR se centrifugaron las muestras a 15000 rpm
durante 5 min, analizandose el sobrenadante.

8.6.3. Analisis espectroscopico

Las medidas se realizaron a 7°C en un espectrometro Bruker DPX 400
equipado con una sonda selectiva de *F, tal como describen Mooen et al.
(2001). El rango espectral de las medidas fue de 50 KHz. El volumen de
muestra fue de 1.6 mL de reaccién enzimatica conteniendo acido p-
fluorobenzoico como patrén interno. La concentracion de los compuestos
liberados en la reaccién enzimatica fue calculada mediante integracién y por
comparacién con el patrén interno usando el programa XWIN-NMR ver.
2.6 (Bruker). Las medidas se realizaron en el Departamento de Bioquimica
de la Universidad de Wageningen.

9. Dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular se realizaron en un dicrégrafo
JASCO ]700, utilizando una cubeta de 10 mm de paso oOptico. La
concentracién de proteina fue de 0.7 mg/mL en tampén fosfato 10 mM de
pH 6. Al espectro de la proteina se le rest6 el blanco correspondiente al
tampén.
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10. Obtencién de variantes de la AAO por mutagenesis dirigida
10.1. Disefio y sintesis de los oligonucleé6tidos

El disefio de los oligonucledtidos utilizados como cebadores para la
mutagénesis dirigida (mediante PCR) se realizb de manera individualizada
en funciéon de la mutacién a incorporar. En general, se realizaron las
siguientes consideraciones para el disefio: los oligonucledtidos debfan tener
un tamafio entre 25 y 45 pares de bases; su temperatura de fusién debia ser
mayor o igual a 78°C; la mutacidn a incorporar debia situarse en medio de
la secuencia correcta del oligonucleétido; su contenido en citosina'y guanina
debia ser del 40% y los extremos del oligonucleétido debian acabar en una
de estas dos bases.

A continuacién se detallan las oligonucledtidos utilizados y sus
secuencias. No se muestra la hebra complementaria (direccién 3-5) pero
también fue disefiada y sintetizada incorporando la mutacién.

H502

5' -GCCAACACGATTTTCCACCCAGTTGGAACGGCC-3'  secuencia original

5' -GCCAACACGATTTTCCTCCCAGTTGGAACGGCC-3'  oligoH502L directo

5' -GCCAACACGATTTTCAGCCCAGTTGGAACGGCC-3'  oligo H502S directo
5'-GCCAACACGATTTTCCGCCCAGTTGGAACGGCC-3'  oligo H502R directo

Hb546

5' -CCCTTCGCGCCCAACGCACATACCCAAGGACCG-3'  secuencia original

5' -CCCTTCGCGCCCAACGCACTTACCCAAGGACCG-3'  oligo H546L directo
5' -CCCTTCGCGCCCAACGCAAGTACCCAAGGACCG-3'  oligo H546S directo
5' -CCCTTCGCGCCCAACGCACGCACCCAAGGACCG-3'  oligo H546R directo
HI

5'-GGTCTAGCTCTG TTCACTACATGGTCATGATGCG-3'secuencia original
5'-GGTCTAGCTCTG TTAGTTACATGGTCATGATGCG-3'oligoH91S directo

Y78

5' -GGTCGGTCAATTGCGTATCCTCGCGGCCGTATG-3'  secuencia original
5' -GGTCGGTCAATTGCGGCTCCTCGCGGCCGTATG-3 " oligo Y78A directo
5' -GGTCGGTCAATTGCGGAACCTCGCGGCCGTATG-3"  oligo Y78F directo
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Y92

5 ' -GGTCTAGCTCTGTTCACTACATGGTCATGATGCG-3' secuencia original
5' -GGTCTAGCTCTGTTCACGCCATGGTCATGATGCG-3' oligo Y92A directo
5' -GGTCTAGCTCTGTTCACTTCATGGTCATGATGCG-3 ' oligo Y92F directo

F501

5' -CGCCAACACGATTTTCCACCCAGTTGGAACGG-3'  secuencia original

5' -CGCCAACACGATTGCCCACCCAGTTGGAACGG-3'  oligo F501A directo
5' -GCCAACACGATTTTACGACCAGTTGGAACGGC-3'  oligo F501Y directo
L315

5'-CCGACCATTTGCTCCTTCCTGCTGCC-3'  secuencia original
5'-CCGACCATTTGGCCCTTCCTGCTGCC-3'  oligo L315A directo

1401

5' -CCACCCAGCTATCCCTCGCCCTGAC-3 ! secuencia original
5! -CCACCCAGCTGCCCCTCGCCCTGAC-3 ! oligo I401A directo
R403

5' -CCACCCAGCTATCCCTCGCCCTGACACTGGCAGC-3' secuencia original
5' -CCACCCAGCTATCCCTAGCCCTGACACTGGCAGC-3' oligo R403S directo

T413
5' - CTTTATGAGTGTTACAAACGCGTTGATTTCTCC-3'  secuencia original
5' -CTTTATGAGTGTTGCAAACGCGTTGATTTCTCC-3'  oligo T413A directo

10.2. Reaccién de PCR e incorporacién de la mutaciéon

Tabla 18. Mezcla de la reacciéon de PCR

Reactivos Volumen
Tampon 5ulL
DNA molde (pALAAO 10 ng) 1ul
Cebador 1 (25 ng) 5uL
Cebador 2 (25 ng) 5uL
Mezcla de INTP 1ul
Qkick solucidon 3ul

El siguiente paso fue la incorporacién de la mutacion en la secuencia de la
AAO presente en el plasmido pALAAO (apartado 6.1.1) por PCR
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utilizando los cebadores descritos anteriormente. Como DNA polimerasa
de alta fidelidad se utilizé la Turbo polimerasa P de Stratagene@ En las
Tablas 18 y 19 se describen las condiciones de la reaccién de PCR y los
ciclos utilizados.

Tabla 19. Ciclos de la reaccién de PCR

Partes Ciclos Temperatura Tiempo
1 1 95°C 60s
' 95°C 50's
2 18 60°C 50s
68°C 480 s
3 -1 68°C 420s

10.3. Digestién del DNA plasmidico parental

‘La digestion del DNA plasmidico parental no mutado se realizé con
endonucleasa Dpnl de Stratagene. Esta enzima es especifica para DNA
metilado y hemimetilado. Esto nos permitié quedarnos sélo con el DNA
plasmidico que se amplific6 en la reaccién y que es el que lleva incorporada
la mutacidn disefiada.

11. Anailisis informaticos
11.1. Acoplamiento molecular (docking)

Con objeto de predecir la participacién de los residuos de la AAO en la
unién de sustratos se realizaron estudios de acoplamiento molecular
(docking). Para ello se utiliz6 el modelo molecular de la AAO (entrada PDB:
1QJN) y las coordenadas atémicas de alcoholes de diferentes estructuras y
tamafios moleculares (tales como 2,4-hexadien-1-ol, y alcoholes bencilico,
veratrilico, p-anisilico y cinamilico). Los calculos se realizaron utilizando el
programa AutoDock ver.3 (Morris ef a/, 1998), que realiza acoplamientos
moleculares basados en interacciones estéricas y de carga. Los ficheros de
coordenadas de los sustratos se generaron con ChemDraw Ultra y Chem3D
Ultra (CambridgeSoft Corp.).
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11.2. Anilisis de los modelos moleculares

Para el analisis de los resultados del docking, la comparacién de estructuras
moleculares de diferentes flavoenzimas, el disefio de las distintas variantes, y
la obtencién de diferentes tipos de representaciones moleculares se
utilizaron los programas Swiss-PdbView ver. 3.7b y WebLab ViewerPro
ver. 3.0 entre otros.
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1. Expresién heteréloga de la AAO de P. eryngii

El cDNA de la AAO de P. eryngii se expres6 en E. nidulans, un hongo
modelo de tipo ascomiceto (mas conocido con el nombre de su forma
conidial A. nidulans) y en E. cok.

1.1. Expresion heteréloga en E. nidulans

La expresién en E. nidulans permitié obtener enzima recombinante
(AAO*) en forma activa para diferentes estudios.

1.1.1. Sistema de expresi6n heteréloga en E. nidulans

Se utilizd el vector de expresion pALCA1l en el que se cloné un
fragmento de 1779 pb correspondiente al cDNA de la AAO de P. eryngs,
incluyendo la secuencia sefial, obteniéndose el plasmido pALAAO (Fig.8A).
Para la construccién del transcrito de fusi6n, alca(p)::aao(cdna), el cDNA de
la AAO (fragmento Smal-EcoR]I) se fusioné con el promotor del gen akA y
el terminador transcripcional del gen #pC, ambos de E. nidulans. Con el
plasmido pALAAO se transformaron protoplastos de la cepa E. nidulans
biA1, mefGl, argB2 (incluyendo auxotrofia para arginina), aislindose los
clones que crecieron en ausencia de arginina.

1.1.2. Produccién y putificacién de la AAO* de E. nidulans

La AAO* expresada en E. nidulans se obtuvo tras crecimiento del micelio
en medio liquido minimo e induccién con treonina. Los niveles mas altos,
unas 200 U/L (aproximadamente 1 U/mg de proteina), se obtuvieron entre
las 56 y las 74 h de crecimiento.

Para la purificacion de la AAO* expresada en E. nidulans se utilizaron
cultivos de 48 h en medio con treonina. Una vez retirado el micelio por
filtracidn, los liquidos de cultivo, fueron concentrados por ultrafiltracion
tangencial obteniéndose un crudo enzimatico. En el primer paso
cromatografico se utilizé un gel de exclusién molecular de baja eficacia,
Sephacryl® $-200, y tampén tartrato 10 mM, pH 3. La eleccién de este
tampén se basé: 1) en la estabilidad de la AAO* a pH 4cido; y ii) en la
adsorcidn selectiva de proteinas por este gel en funcién del pH (Guillén ez
al, 1992). En la Fig. 9A se muestra un perfil cromatografico tipico.
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Smal
BamHI
Xbal
§ge ’ h
Xbal AAO(cDNA)
Notl alcA(p)
Sacl
pPALAAO
1779 pb
pBS-SK* argB*
HindITI 1 Marcadores
(argB 1453) 2 Crudo enzimitico
3 Sephacryl $-200
A Kl 4 Mono Q B

Figura 8. Produccién de AAO* en E. nidulans. A. Mapa del plismido
pALAAO. Este vector de expresién contiene el cDNA de la AAO
junto con el promotor a/zA, el terminador transcipcional mpC'y el gen
argB, este Gltimo como marcador de seleccién. B. Electroforesis en gel
de poliacrilamida (condiciones desnaturalizantes) durante el proceso de
purificacién de la AAO* expresada en E. nidulans.

La curva de absorbancia a 280 nm, indicativa de los niveles de proteina,
presentd un pico entre 100 y 150 ml de volumen de elucién, coincidente
con el Gnico pico de actividad AAO¥. Las fracciones con actividad AAO se
concentraron, dializaron frente a tampén fosfato 10 mM, pH 55, y
cromatografiaron en una columna MonoQ® utilizando el tampén anterior
y un gradiente de NaCl. Un perfil cromatografico tipico se muestra en la
Fig. 9B. En ¢l se observa un pico mayoritario de proteina, que presenta
absorbancia a 465 nm y se corresponde con la actividad AAO. La relacién
A280nm/ Adesam de la AAO* tras cromatografia MonoQ® fue de 10. Tras este
paso, la AAO* quedo purificada a homogeneidad, tal como se muestra en la
electroforesis en gel de poliacrilamida realizada en condiciones
desnaturalizantes (Fig. 8B).

La actividad, rendimiento, proteina total, actividad especifica y grado de
purificacién durante el proceso de purificacién de la AAO* expresada en E,
nidulans se muestran en la Tabla 20.

Para el calculo de su masa molecular y determinacién de la secuencia N-
terminal, las fracciones con actividad AAO* purificadas tras el paso por
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MonoQ®, se concentraron y pasaron por una columna de Sephadex® 75
equilibrada con tampén fosfato 10 mM, pH 6, con NaCl 150 mM. En el
perfil cromatografico (resultado no mostrado) se observo un dnico pico de
proteina con absorbancia a 465 nm y actividad AAO. La relacién Azs0/ Ases

Resultados

de la AAO* tras este paso cromatografico sigui6 siendo de 10.
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Figura 9. Purificacién de la AAO* de E. nidulans. A. Perfiles
cromatogrificos en Sephacryl® $-200 del concentrado enzimitico. B.
Perfiles cromatograficos en MonoQ® de las fracciones con actividad
AAO procedentes de Sephacryl® S$-200. Actividad AAO (o),
absorbancia a 465 nm (—) y 280 nm (-), conductividad (..) y

gradiente tedrico ().
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Tabla 20. Proceso de purificacién de la AAO* a partir de un cultivo de 48 h de E.
nidulans (500 mL)

Etapas de Actividad Rendimiento Proteina Actividad - Grado de
purificacién AAO (%) (mg)  especifica purificacién
©) (U/mg) ®
Cultivo de 48 h 85.9 100.0 171 5.0 1.0
Concentrado 55.4 65.0 6.6 9.9 20
Sephacryl S-200 © 600 70.2 21 28.3 5.6
MonoQ® ' 32.5 63.2 0.3 102.1 20.3

1.1.3. Procesamiento N-terminal de la AAO* de E. nidulans

Para la secuenciacién del extremo N-terminal de la AAO* expresada en
E. nidulans se utiliz0 una muestra purificada en Sephadex® 75, que fue
sometida a degradacién de Edman automatizada. En los cromatogramas se
observd : i) una secuencia mayoritaria con tres aminoacidos mis que la
secuencia N-terminal de la AAO salvaje madura de P. enngi; v ii) una
secuencia minoritaria coincidente con la secuencia N-terminal de la AAO
salvaje. Los tres aminoAcidos adicionales (leucina, prolina y treonina)
pertenecen a la secuencia del péptido sefial (formado por 27 aminoacidos)
(Fig. 10) (Varela e 4/, 1999). Estos resultados sugieren diferencias en la
modificacién post-traduccional del extremo N-terminal de la proteina. Estas
diferencias indican que E. nidulans no reconoce de forma correcta el péptido
sefial de P. eryngss, originindose asi distintas formas de AAO* madura.

MSFGALRGLLLIACLALPSLAATNLPTADFDYYVVVGAG
NA '

Figura 10. Péptido seiial e inicio de la AAO madura secretada por P.
eryngii. La metionina de inicio aparece recuadrada y la secuencia N-
terminal de la AAO madura est4 subrayada (la flecha indica el punto de
corte qﬁe da lugar a la secuencia N-terminal mayoritaria en E. nidulans).

Para separar las distintas formas de AAO* producidas por E. nidulans se

realiz6 una nueva cromatografia de intercambio anidnico con columna
MonoQ?® aplicando un suave gradiente de elucién (60-100 mM de NaCl en
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90 min). Como se muestra en la Fig. 11, en estas condiciones eluyeron 3
picos con absorbancia tanto a 280 nm como a 465 nm y actividad AAO.
Los tres picos se analizaron por electroforesis en condiciones
desnaturalizantes, observindose una Gnica banda de proteina con la misma
movilidad electroforética en los tres casos (dato no mostrado). La
secuenciacién del extremo N-terminal de las tres formas de AAO* mostrd
las secuencias presentadas en la Fig. 12, donde se puede observar como: i) el
pico 2 posefa la secuencia original descrita para el extremo N-terminal de la
AAO madura de P. eryngis; ii) el pico 3 correspondia a la secuencia de la
AAO madura con tres aminoacidos adicionales procedentes del péptido
sefial (iniciindose con un residuo de Leucina en el extremo N-terminal); y
iii) el pico 1 correspondia a la AAO madura con cinco residuos adicionales
(iniciandose con un residuo de treonina).
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Figura 11. Separacién cromatogrifica (MonoQ®) de tres formas
distintas de AAO* tras expresion heteréloga en E. nidulans.
Gradiente tedrico (—), absorbancia a 280 nm (~) y 2 465 nm (.....).
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Pico: TNLPTADFDYYVVVGAGNAGNARA
Pico 2: ADFDYYVVVGAGNAGNA
Pico 3: LPTADFDYYVVVGAGNAGNA

Figura 12. Secuencias N-terminales de las tres formas de AAO*
(picos 1-3 de la Fig. 11) encontradas tras expresién en E. nidulans. Las
flechas indican los 3 puntos de corte sobre la secuencia de amino4cidos
deducida a partir del cDNA de la AAO de P. eryngs.

Las tres formas de AAO* purificadas presentaron propiedades cataliticas
semejantes frente al alcohol p-anisilico, utilizado como sustrato de referencia
(Tabla 21). Por lo tanto los estudios posteriores se trabajé con un gradiente
0-250 mM de NaCl en el paso final de purificacién (MonoQ), sin intentar
separar las tres formas de AAO* que, aunque diferfan en el procesamiento

post-traduccional de su extremo N-terminal, posefan propiedades cataliticas
semejantes.

Tabla 21. Constantes cinéticas frente al alcohol p-anisilico
de las tres formas de AAO* purificadas de E. nidulans

Formas K. Vonax Vona/ K
purificadas (mM) (Umg?h)  (Umg! mM?)

Pico 1 0.03 109 3.5

Pico 2 0.03 147 4.2

Pico 3 0.03 142 4.0

1.2. Expresion heteréloga de la AAO en E. coli

Este sistema de expresion se utilizé para obtener cantidades mayores de
AAO* con objeto de realizar estudios de cinética rapida, entre otros. Ya
que los niveles de expresion en E. nidulans suponian un factor limitante para
abordar estos estudios.

1.2.1. Sistema de expresién en E. coli
El cDNA que codifica la AAO de P. eryngss, sin incluir los 27 aminoacidos

del péptido sefial, se clond en el vector de expresién pFLAG1 de E. ¥
obteniéndose el plismido pFLAG1-AAO (Fig. 13A). El cDNA se insertd
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entre los sitios NdeI y Bg/Il, quedando bajo el control del promotor #
inducible por IPTG (anilogo no hidrolizable de la galactosa). Como
marcador de seleccion se utilizé el gen amp".

1.2.2. Produccién y purificacién de la AAO* de E. coli

El vector pFLAG1-AAO se empled para transformar E. wi W3110
seleccionindose las colonias resistentes a ampicilina, que contenfan el
plasmido pFLAG1-AAO (Fig. 13A). La proteina fue producida en forma
insoluble formando cuerpos de inclusion. La estrategia para la obtencién de
AAO* soluble en forma activa pasé por el aislamiento y lavado de los
cuerpos de inclusion, su solubilizacién y el plegado de la proteina
desnaturalizada. Para el plegado #n sitro y la obtencidn de la holoenzima fue
necesario adicionar FAD. Se consiguid una correcta incorporacién de éste al
centro activo de la AAO¥, tal como mostrd el espectro de absorcién (ver
Fig. 21.B).

| AAO (cDNA)
kD2 1 2 3 4

Péptido seﬁall Proteina madura
Ndel

pFLAG1AAO

1 Marcadores

2 Lavads cuerpos de inclusion

3 Reaccidn de plegado

4 Resource O B

Figura 13. Produccion de AAO* en E. coli. A. Mapa del plismido
pPFLAG1-AAOQ que contiene el cDNA de la AAO sin su péptido seiial,
el promotor #c y el marcador de resistencia a ampicilina (zsp?). B.
Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
durante la purificacion de la AAO* de E. wi.

Para la purificacién de la AAO* de E. wii se partib de una mezcla de
plegado, con actividad maxima tras 5 dias en oscuridad a 4°C. La actividad,
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rendimiento, proteina, actividad especifica y grado de purificacién durante
el proceso de purificacién se incluye en la Tabla 22.

Tabla 22. Proceso de purificacién de la AAO* de E. coli. (1 litto de cultivo).

. Etapas de Actividad Rendimiento Proteinas Actividad  Grado de
putificacién AAO % mg especifica purificacién
(9) | (U/mg)
Mezcla de plegado 3450 100 670 5 1
Concentrado 2743 80 197 14 2.8
Resource® Q 2407 70 25 96 19.2

En una primera etapa la solucién de plegado fue concentrada por
filtracibén tangencial y dialisis frente a sacarosa. A continuacién se dializb
frente a tampdn fosfato 10 mM, pH 5.5. Por tltimo la muestra concentrada
fue cromatografiada en una columna de intercambio iénico Resource® Q.
Un perfil cromatografico tipico se muestra en la Fig. 14, caracterizado por
un pico mayoritario de proteina con actividlad AAO y una relacién
A250/Ass de 12. La proteina se encontraba purificada a homogeneidad tal
como pudo verse tras electroforesis en condiciones desnaturalizantes (Fig.
13B).
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Figura 14. Perfil cromatogrifico en Resource™ Q durante la
purificacién de la AAO* de E. coli. Absorbancia a 465 nm (—), a 280
nm (-), conductividad (....) gradiente tebrico (-----).
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2. Caracterizacién fisico-quimica de la AAO*
2.1. pH éptimo y estabilidad al pH
Los ensayos se llevaron a cabo en tampoén fosfato-citrato-borato 100 mM.

Como se observa en la Fig. 15A, la AAO* de E. nidulans presento los niveles
mas altos de actividad entre pH 5 y 6. La AAO* de E. wi presento el
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Figura 15. Influencia del pH y la temperatura en la actividad de la
AAO* de E. nidulans. A. pH 6ptimo. B. Estabilidad al pH tras 24
horas a 25°C. C. Optimo de actividad en funcién de la temperatura.
D. Estabilidad a 55°C (s), 60°C (O), 65°C (4), 70°C (V)y 75°C (m)
(los ensayos de A y B se realizaron a temperatura ambiente y los de C
y D apH5).
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Figura 16. Influencia del pH y la temperatura en la actividad de la

AAO* de E. coli. A. pH 4ptimo. B. Estabilidad al pH tras 24 h a 25°C.

C. Optimo de actividad en funcién de la temperatura. D. Estabilidad a

25°C (s), 37°C (O) y 65°C () (los ensayos de A y B se realizaron a

temperatura ambiente y los de Cy D a pH 5).

optimo de actividad en un amplio rango de pH entre 4 y 8 (Fig. 16A). En
cuanto a la estabilidad al pH, la AAO* de E. nidulans permanecib estable
durante 24 h a 25°C en el rango de pH 3-9 (con actividad residual por
encima del 80%) (Fig. 15B), experimentando una brusca disminucién de la
actividad por encima de estos valores hasta ser inactiva a pH 12. La AAO*
de E. o/ fue mas inestable en todo el rango de pH probado. Transcurridas
24 h conservé el 70% de su actividad en el rango de pH 4-9, a valores de pH
mas 4cidos resultd practicamente inactiva.
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2.2. Temperatura 6ptima y estabilidad a la temperatura

En funcién de los resultados descritos en el apartado anterior, los
ensayos de temperatura Optima y estabilidad térmica se realizaron en
tampén fosfato 100 mM, pH 5. La temperatura optima para ambas enzimas
fue de 50°C (Figs. 15C y 16C). Las mayores diferencias se observaron
nuevamente en la estabilidad, ya que la AAO¥* de E. nidulans permaneci6
estable a 55°C durante 50 min, mientras que la expresada en E. cok
transcurridos 50 min a 37°C tan sélo conserv6 un 9% de su actividad. La
AAO* de E. nidulans se inactivé tras 10 min a 70°C o temperaturas
superiores (Figs. 15D y 16D).

2.3. Masa molecular

La estimacién precisa de la masa molecular de la AAO salvaje producida
por P. eryngii y sus formas recombinantes se llevé a cabo por espectrometria
de masas de MALDI-TOF. Los valores obtenidos fueron de 69114 Da para
la AAO salvaje, de 69792 Da para la AAO* de E. nidulans y de 61847 Da
para la AAO* de E. wh.

2.4. Grado y tipo de glicosilaciéon

El grado de glicosilacién de la AAO salvaje de P. enngii y la AAO* de E.
nidulans se calculd a partir de las diferencias entre la masa molecular de la
AAO* de E. wh (no glicosilada) y las de las dos enzimas de origen fungico.
De esta forma se estimé un porcentaje de glicosilacién del 10% para la AAO
salvaje y del 11% para la AAO* de E. nidulans.

En vista de las diferencias en estabilidad de la AAO salvaje y
recombinante de E. nidulans a pesar de ser sus porcentajes de glicosilacién
muy similares, se estudié el tipo de glicosilacion. Para ello, se trataron con
N- y O-glicosidasas comerciales. Las muestras tratadas con O-glicosidadas
no mostraron variacién de la masa molecular analizada mediante MALDI-
TOF. Por el contrario, la AAO* de E. nidulans tratada con N-glicosidasas
presentb una masa molecular de 65011 daltons, lo que supone un porcentaje
de glicosilacién del 7%, y la misma movilidad electroforética que la muestra
de la enzima salvaje tratada también con desglicosilasas.
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3. Estudios de especificidad de sustrato

Estudios de especificidad de sustrato realizados por Guillen et al. (1992)
habian' mostrado que la AAO de P. enngi es capaz de oxidar alcoholes
primarios aromaticos y alifaticos poliinsaturados. El alcohol bencilico es la
estructura aromatica mas simple oxidada por esta enzima, viéndose afectada
la tasa de oxidacién de sus derivados por la naturaleza y posicién de los
sustituyentes introducidos.

3.1. Especificidad de sustrato de la AAO* de E. nidulans.

Estudios preliminares con la AAO* de E. nidulans realizados por Varela
et al. (2001) mostraron que esta enzima recombinante presenta propiedades
cataliticas semejantes a las de la AAO salvaje obtenida de P. eryngii. Estos
estudios fueron completados en este trabajo mediante la bisqueda de nuevos

sustratos e inhibidores, incluyendo el uso de ®F NMR y la determinacién
de constantes cinéticas y de inhibicién.

3.1.1. Busqueda de nuevos sustratos

A
o E-FAD
Bencil-metil éter QCHzOCH; Q_

o2 H,0,
B
-FAD
Tolueno - @- CH,0H -
H202
c E-FAD
CH, CNH27\——> CH;OOCHO
4-Metoxibencilamina
O, H,0,

Figura 17. Modelos de reacciones de desmetilacién (A), hidroxilacién

(B) y desaminacién (C) catalizadas por flavoenzimas.
Los estudios de especificidad de sustrato tienen como primer objetivo

conocer las caracteristicas estructurales necesarias para que un compuesto
pueda unirse al centro activo. Para ello, se probaron diferentes derivados del
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alcohol bencilico, encontrindose nuevos sustratos fluorados y clorados
incluyendo los alcoholes  zfluorobencilico,  p-fluorobencilico, -
clorobencilico, p-clorobencilico y 3-cloro-p-anisilico (Tabla 23).

Ademés de la oxidacidn de alcoholes aromaticos, también se investigaron
posibles reacciones de desmetilacién, hidroxilacién y desaminacién descritas
para otras oxidadas como la vainillil-alcohol oxidasa (Fraaije et a/, 1995).
Para ello, se ensayaron como posibles sustratos: bencil-metil éter, tolueno y
4-metoxibencilamina (Fig. 17). Tras la incubacién de estos compuestos con
Ja AAO* no se observaron cambios en sus espectros, ni produccion de agua
oxigenada. Sin embargo, estos compuestos resultaron ser inhibidores de la

AAO¥ (ver apartado 3.3).
3.1.2. Estudios mediante *F NMR

La posible formacién de compuestos intermediarios en la reaccion de
oxidacién de alcoholes a aldehidos por la AAO¥ se estudié por YF NMR
(ver apartado 8.6 de materiales y métodos). Esta técnica ya ha sido utilizada
en otros estudios de oxidacién con monoxigenasas (Moonen ef 4/, 2001).
También se utilizd para poner de manifiesto de forma rapida y concluyente
la capacidad de esta enzima para oxidar aldehidos aromaticos a sus
respectivos 4cidos.

La Fig. 18 muestra el espectro de ’F NMR tras 1 h de incubacién de los
alcoholes ofluorobencilico, zfluorobencilico y pfluorobencilico con
AAQO* a una concentracion final de 2,25 pg/mlL. Para estos tres sustratos se
observé la formacién de un solo producto mayoritario a -124.5 ppm (Fig.
18A), -117.8 ppm (Fig. 18B) y -106,6 ppm (Fig. 18C). Basandose en los
desplazamientos quimicos de compuestos de referencia, los tres picos se
identificaron como o-fluorobenzaldehido, m-fluorobenzaldehido y p-
fluorobenzaldehido respectiva-mente. La sefial que aparecié en todos los
espectros a -122.8 ppm se debi6 a la formacién no enziméitica de anién
fluor. En la reaccién de oxidacion del alcohol mfluorobencilico, se pudo
observar un pico minoritario con un desplazamiento quimico de -117.35
ppm. Este producto de la reaccion enzimatica no pudo ser identificado,
pero podria tratarse de un compuesto intermediario.

El analisis mediante “F NMR de la reaccién de oxidacion del p-
fluorobenzaldehido por la AAO* (Fig. 18D) indicé la formacién de un
tnico producto, con un valor de desplazamiento quimico de -114.2 ppm
correspondiente al acido p-fluorobenzoico. La actividad sobre este aldehido
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supuso un 4% respecto a la encontrada con el alcohol pfluorobencilico, y
solo fue observada cuando se aumenté la concentracién de sustrato y
enzima (hasta 1 mM y 112.5 pg/mL respectivamente).

A

CH,0H

CHO CH,0H B
F IS. CP
L
L |

T '_llo%, T

108 -112 116 -120 124 -128

"_104 <108 -112 -116 -120 124 -128

(ppm) pm)

0

C CH,0H D

F CHO A COOH

s | QL

F
LW T
W k JL._ J F
-104 -108 -112 -116 -120 -124 -128 ©Ul04 <108 <112 116 120 124 128
(ppm, (ppm)

Figura 18. Anilisis por YF NMR de las reacciones de oxidacién por la
AAO* de los alcoholes o-fluorobencilico (A), m-fluorobencilico (B) y
p-fluorobencilico (C) y del p-fluorobenzaldehido (D). Los sustratos
fueron utilizados a una concentracién 0.5 mM para los alcoholes y 1
mM para el aldehido, utilizando tampén fosfato 100 mM, pH 6. IS,
patrén interno; *, producto no identificado y F, anién fluor.

3.1.3. Constantes cinéticas en estado estacionario

En la Tabla 23 se muestran los valores de la constante de afinidad (ka),
constante catalitica (k) y eficiencia catalitica (fca/Ka) para la oxidacién en
el estado estacionario de distintos sustratos por la AAO* de E. nidulans.

Tomando como punto de partida el alcohol bencilico, se investigaron
nuevos sustratos y se calcularon las constante de afinidad y catalitica, y la
eficiencia de oxidacién (ast como para otros sustratos ya identificados en
estudios de la AAO salvaje, pero para los que no se habfan determinado las
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Tabla 23. Constantes cinéticas en estado estacionario de la AAO* de E. nidulans. Los
ensayos se realizaron en tampén fosfato 100 mM, pH 6, a temperatura ambiente.

K k k_ /K
Alcohol Estructura (pl\?[) (s?;)( (s'lur‘I/JM 'ﬁ)

Bencilico QCHZOH 758 + 110 32+6 47 £9

m-Fluorobencilico QCHzOH 504 + 53 60 13+1
F
p-Fluorobencilico FO CH,0H 613 £ 123 3514 59+6

m-Clorobencilico Q CH,0H 109 = 14 221 203 £4
1

p-Clorobencilico 130+0 52+4 398 £ 32

m-Anisilico Q_ 293 + 138 186 65 + 24

p-Aanisilico H,CO < > CH,0H 28+1 149 £ 24 5235%1
3-Cloro-p-anistlico HC OQ cioM 175 62+3 4086 + 1

Veratrilico HyC 0297 CH,0H 592 + 24 11945 210+5

) H;CO

gﬁz ;m i) HOOC _@_ CH,0H 20000 0.73 0.04
benzoico

Cinamilico ©/\/\0H 748+125 56+ 10 78 + 11
2,4-Hexadien-1-ol - S\ A~ A~OH 92+ 4 144 + 36 1271 +55

Medias e intervalos de confianza del 95%

77



Resultados

constantes cinéticas). El alcohol p-anisilico y el 2,4-hexadien-1-ol fueron los
mejores sustratos ensayados, con eficiencias de oxidacién de 5232 y 1271 s
mM" respectivamente, frente a las tasas de oxidacién mucho mis bajas
obtenidas con otros alcoholes como el cinamilico, bencilico y -
fluorobencilico. La alta afinidad y velocidad de oxidacién del 2,4-hexadien-
1-ol puso de manifiesto que la AAO no tiene ninglin impedimento estérico
para reconocer y oxidar eficientemente alcoholes alifiticos con dobles
enlaces conjugados.

Tabla 24. Constantes de inhibicién (K)). Los ensayos se realizaron utilizando
como sustrato alcohol veratrilico (apartado 15.2 de materiales y métodos).

o Tipo de K
Inhibidor : Estructura inhibicién (mM
Fenol ! competitiva 1.92

o
2-Fenil-1-etanol’ : competitiva 2.28

3-Fenil-1-propanol’ O/\/\OH competitiva 4.48
Chavicol : /@/\/ competitiva 0.110
HO

Tolueno competitiva 0.92
, O

Bencil-metileter Q CH,0CH, competitiva 135
Acido panisico competitiva 0.140

COOH

oo
")

Q
o]

4-Metoxibencilamina HCO < > CONH, acompetitiva 0.250

'Datos extraidos de Guillén (1991)

Tal como se deduce de los valores de Km con los distintos derivados del
alcohol bencilico ensayados, las sustituciones en posiciones meta y para sobre
el anillo aromatico tienen un efecto positivo sobre la afinidad. Por el
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contrario, cualquiera de los sustituyentes presentes en posicién mefa provoca
un efecto negativo sobre la velocidad de oxidacién (Ker) comparada con la

del alcohol bencilico.
3.1.4. Estudios de inhibicion

En estudios de inhibicién realizados con la AAO salvaje de P. eryngii se
habian encontrado inhibidores competitivos de tipo fendlico. En el presente
trabajo se ensayaron diferentes compuestos como inhibidores de la AAO*.
La constante de inhibicién para el chavicol (4-hidroxialilbenceno) result6
ser unas 10 veces menor que la del fenol (Tabla 24). Ademas se ensayaron
como posibles inhibidores compuestos aromaticos no fendlicos, como:
tolueno, bencil-metil éter, 4cido p-anisico y p-metoxibencilamina. Todos
estos compuestos, a excepcién de la p-metoxibencilamina, resultaron ser
inhibidores competitivos. Los valores mas bajos de K; se obtuvieron con el
chavicol y el 4cido p-anisico (0.14 y 0.11 mM respectivamente) (Fig. R12).
La enzima no fue capaz de oxidar estos compuestos aromaticos, pero
presenté una afinidad mayor que para sustratos tipicos como el alcohol
bencilico.

0.8 0.6
06 -
v 04
;D 04 - v TD
% >
#0214 §02
0.0 4
0.0 1
-0.2 T T T T T T T T T T
-2 0 2 4 6 8 2 0 2 4 6 8 10 12
Alcohol veratrdlico (M)

Figura 19. Inhibicién competitiva de la AAO*. A Acido p-anisico: sin
inhibidor ( ), 0.1 mM de 4cido p-anisico (O) y 0.2 mM acido p-anisico
(x). B Chavicol: sin inhibidor ( ), 0.2 mM chavicol (0), 0,3 mM
chavicol (&) y 0,5 mM chavicol (x). La actividad fue medida con
alcohol veratrilico en tampén fosfato 100 mM, pH 6, a temperatura
ambiente.
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Sin embargo, no resultaron ser ni inhibidores ni sustratos de la AAO
alcoholes alifaticos saturados como el metanol (aunque los alcoholes
alifaticos poliinsaturados son buenos sustratos). Con ello se evidencié que
los compuestos por los que la AAO tiene algin tipo de afinidad deben
contener sistemas de dobles enlaces conjugados.

En el caso de la p-metoxibencilamina fue necesario realizar el ensayo a
pH 8 para observar algin efecto inhibitorio. El tipo de inhibicién fue
acompetitiva con una K; de 0.250 mM (Fig. 20).

3.2. Especificidad de sustrato de la AAO* de E. coli

Para comprobar las propiedades cataliticas de la AAO* expresada en
forma inactiva en E. w/ y activada in sitro se utilizaron los alcoholes
bencilico, manisilico, ' p-anisilico y veratrilico. Se escogieron estos
compuestos por estar bien caracterizados como sustratos de la AAO salvaje
de P. epngii y la AAO* de E. nidulans. Se utilizb también el 2,4-hexadien-1-ol
por ser buen sustrato de esta oxidasa, a pesar de no conocerse sus constantes
cinéticas para la AAQO salvaje de P. eryngs.

0.20
0.15 1
—- v
% 0.10 >
0.05 1
0.00 . . :
2 0 2 4 6

Aleohol veratdlico ( mM’)

Figura 20. Inhibicién acompetitiva de la AAO*. Sin inhibidor (o) y
con 0.15 mM (O) y 0.3 mM (V) de p-metoxibencilamina. La actividad
fue medida con alcohol veratrilico en tampén fosfato 100 mM, pH 8, a
temperatura ambiente. '
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Tabla 25. Constantes cinéticas de estado estacionario de la AAO salvaje y

recombinante (de E. nidulans y E. coli).

AAO de AAO* de AAO* de

Alcohol P.eryngii'  E. nidulans E. coli
K, 840 758 + 110 873+ 124
Bencilico k.., 59 3216 30%2
k./K, 70 47 £9 351
K_ 220 293 £ 138 269 + 29
m-Anisilico k.. 34 18+6 210
k. /K, 155 65+ 24 80+4
K, 40 28+1 37 £0.31
p-Anisilico k.. 239 149 + 24 134+ 4
kol K, 5975 5232+ 1 3865 +0
K, 410 592 + 24 541 + 35
Veratilico k. 143 119+5 9945
k. /K, 349 210£5 172+ 4
K. nd 92+4 120+ 14
2,4-Hexadien-1-ol k&, nd 144 + 36 184+ 0
k. /K. nd 1271455 1543+ 178

Medias e intervalos de confianza del 95 % de Ka (UM), & (5') y &u/Ka (s*
mM?) ; n.d: no determinado; 'tomado de Guillén et al. (1992)

La enzima resulté ser activa sobre todos los sustratos ensayados y mostrd
propiedades cataliticas muy similares a las de la AAO* de E. nidulans. En la
Tabla 25 se comparan las constantes cinéticas de la AAO* de E. nidulans y E.
coliy la AAO salvaje obtenida de P. eryngsi. Las constantes de afinidad para las
tres enzimas fueron similares, si bien es cierto que las recombinantes
presentaron A mas bajas que la AAO salvaje.

4. Caractetizacion espectroscopica

La flavina confiere a las flavoproteinas su caracteristico color amarillo
con un espectro de absorcion tipico en la region UV-visible. La reaccion de
este cofactor con algunos compuestos como el sulfito sédico, o la unién de
sustratos e inhibidores en el centro activo de estas enzimas originan cambios
en la flavina y su entorno, que se traducen en modificaciones de su espectro
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de absorcion. Estos cambios espectrales pueden dar informacién sobre el
mecanismo de reaccibn de las flavoenzimas.

4.1. Grupo prostético

La muestras de AAO* de E. nidulans y E. coli mostraron espectros de
absorcion similares, tal como puede observarse en la Fig. 21, con dos
maximos a 463 y 387 nm. Ambos espectros se corresponden béisicamente
con el descrito para la AAO salvaje por Guillen et. al. (1992). La relacién de
absorbancia A2s0/A463 para la AAO en todos los casos fue préxima a 10.

Cuando se sometié la AAO* a tratamiento térmico (70°C durante 5
min), la enzima se desnaturalizé liberindose el grupo prostético, lo cual es
indicativo de una unién FAD-AAO no covalente. El espectro de absorcién
del grupo prostético libre presenté dos maximos de absorcién a 450 y 374
nm. A partir del FAD liberado se calcul$ se calculé coeficiente de absorcién
molar (a 463 nm) de la AAO*. El valor de € para la AAO* de E. nidulans
fue de 10280 M cm™ y el de la AAO* de E. wis fue de 11050 M cm™.

03
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Figura 21. Espectro de absorciéon de la AAO. A. AAO* de E. nidulans
(35 uM). B. AAO* de E. /i (22 uM). Los espectros fueron realizados
en tampon fosfato 10 mM de pH 6.

4.2. Reacciones de reduccién del FAD

En la reaccién de reduccién de algunas flavoproteinas es comin que la
flavina oxidada no se reduzca directamente a la forma hidroquinona sino
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que, tras una reduccién de un electrén, forme radicales intermedios de tipo
semiquinona. La posible formacién de estos radicales en la AAO fue
investigada por reduccién con ditionito y fotorreduccién. Todos los
ensayos que a continuacién se describen se realizaron con la AAO*
obtenida de E. nidulans.

4.2.1. Reduccién con ditionito y reacciéon con sulfito

Los espectros obtenidos durante la reduccién anaerobia de la AAO* con
ditionito sbdico se muestran en la Fig. 22, observindose una progresiva
disminucién del miximo a 463 nm de la enzima oxidada durante su
titulacién con este agente reductor. La reduccién llego a ser completa, en
una rapida reaccién monofésica, sin la formacion aparente de semiquinona.
La enzima reducida se reoxidé completamente tras exponerla al Ox.

Por otro lado la adicién de 20 mM de sulfito sddico no provocéd cambio
alguno en el espectro de absorcion de la enzima (dato no mostrado), lo que
indica que la AAO¥ no presenta reactividad frente a este compuesto.

0.8

006
004 |
< 06 1 é 0.02 |
E s 0.0 |
< 0025 0 250 500 750 1000
.é’ Tiempo (s)

300 350 400 450 500 550 600
Longitud de onda (nm)

Figura 22. Reduccién anaerobia de la AAO* con ditionito. Los
espectros fueron realizados en tampén fosfato 100 mM de pH 6. La
AAO* (26 uM) (0) fue titulada con una solucién anaerobia de
ditionito sédico utilizando concentraciones 0.625 mM (1), 1.25 mM
(2), 1.86 mM (3), y 2.5-3.7 mM (4), y luego reoxidada con Oz (). El
inserto muestra el descenso de absorbancia a 460 nm.

83



Resultados

4.2.2. Reduccion por el sustrato

La Fig. 23 muestra los cambios en el espectro de absorcién de la AAO*
durante la oxidacién de cantidades crecientes de alcohol p-anisilico. Se
observé una disminucién del miximo de absorcién a 463 nm, que es
indicativo de la implicacién de la flavina en la oxidacién de los alcoholes
por la AAO. Entorno a 330 nm se observd un punto isosbéstico
caracteristico de la reduccién del FAD por 2 electrones (Chapman y Reid,
1999). Simultineamente, se dio un aumento progresivo en los valores de
absorbancia a 298 nm debido a la formacién de p-anisaldehido (ver recuadro
en la Fig. 23). Finalmente, la AAO* reducida por el sustrato se reoxidd

completamente en presencia de Oz, recobrando su espectro y absorbancia
original a 463 nm.

038 ‘
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Figura 23. Reduccién anaerobia de la AAO* por alcohol p-anisilico.
Los espectros fueron realizados en tampén fosfato 100 mM, pH 6. La
AAO* (24 uM) fue titulada con alcohol p-anisilico liberindose 14 uM
(1), 20 uM (2), 23 pM (3) y 25 uM (4) de p-anisaldehido (calculado a
partir de los incrementos de absorbancia a 298 nm para las diferentes
concentraciones de alcohol afiadidas, mostrado en el recuadro), y
posteriormente reoxidada con Oz ().
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4.2.3. Fotorreduccion

Los ensayos de fotorreduccién de la AAO * se realizaron a pH 6 y pH 9,
en presencia de EDTA y 5-deazaribloflavina. Los espectros obtenidos
fueron similares (Fig. 24) y no se observd la formacién de radical
semiquinona (el radical neutro absorbe a 580-620 nm y la forma anionica a
400 nm y 380 nm): El espectro de la AAO se vié modificado por la adicién
de 5-deazaribloflavina.
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Figura 24. Fotorreduccién de la AAO*. La reduccion se llevé a cabo en
tampén fosfato 100 mM de pH 6 o pH 9, en presencia de EDTA 1 mM
y 5-deazaribloflavina 5 uM. La AAO* (25 uM) oxidada (1), y después
de 5 min (2), 6 min (3), 8 min (4) y 29 min (5) de iluminacion.

Durante la fotorreduccién tan sblo se vieron dos especies diferentes, la
forma completamente oxidada y mezclas de la forma oxidada y reducida
hasta llegar a la forma completamente reducida de la AAO*. Se observé la
existencia de un punto isosbéstico sobre los 330 nm, que como ya se
menciond, es indicativo de la reduccién de la flavina por transferencia de
dos electrones. La AAO* no recobr su espectro original en presencia de
Oz, debido quizas a la prolongada exposicién a la luz. En la reaccién de
oxidacién tampoco se observaron intermediarios oxidados de la flavina.
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5. Estudios de cinética r4pida con flujo detenido

Las reacciones catalizadas por la AAO obedecen a una cinética de tipo
“ping-pong” caracterizada por dos semirreacciones en las cuales el FAD es
reducido por el sustrato, en la semirreaccién de reduccién, para ser
posteriormente reoxidado por el O, en la semirreaccién de oxidacién (ver
reacciones abajo).

E—~FAD

S+ OO2—————— P + H:O: Reaccién global

K K .y .z
Eo:+ S ——)le Ex~ S —__>K22 Eed~P —% 5 it P Reaccidn de reduccién
Eed + O —X25 Eor + HLO: Reaccién de oxidacién

(E enzima; S sustrato; P producto; los subindices se
refieren a las formas oxidada y reducida)

Estas dos reacciones pueden ser estudiadas por separado usando la técnica
de mezcla ripida con flujo detenido (stopped-flow). Las diferencias en las
caracteristicas espectroscopicas (absorbancia y fluorescencia) del FAD en sus
diferentes estados de oxido-reduccidn, asi como en la formacién de ciertos
intermediarios enzima-sustrato (forma oxidada y reducida) hacen posible la
realizacion de este tipo de estudios cinéticos.

Las cinéticas de reduccién de la AAO* para distintos sustratos y su
reoxidacion por Oz se han estudiado siguiendo los cambios espectrales a 460
nm durante la oxido-reduccién del anillo de flavina (utilizando la AAO* de
E. coly).

5.1. Reaccidén de reduccién

El estudio de la reaccién de reduccién de la AAO* se llevd a cabo
haciendo reaccionar en un equipo de stgppedflow, bajo condiciones
anaerobias, volimenes idénticos de la enzima oxidada con cuatro sustratos
diferentes: alcoholes p-anisilico, veratrilico y 3-clorop-anisilico y p-

anisaldehido.
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5.1.1. Reduccién por alcohol p-anisilico

La cinética de reduccién de la AAO* por este sustrato se analizd
mezclando la enzima oxidada a concentracién 6 uM con alcohol p-anisilico
36, 72, 108 y 144 uM (concentraciones finales en experimentos diferentes).
El trazo cinético obtenido con la concentracién mas baja de sustrato se
ajusté a un proceso exponencial de primer orden, que indica una reaccién
monofasica. Para concentraciones mayores los trazos cinéticos se ajustaron
a una funcién doble-exponencial que indicarfa un proceso bifasico, en el
cual la reaccidn répida transcurre dentro de los primeros 100 ms (Fig. 25A).
Las constantes cinéticas observadas (£,,,) para este primer proceso (rapido)
mostraron una dependencia de la concentracién de sustrato llegandose a
alcanzar la saturacién (Fig. 25B). Este resultado sugiere la formacién de un
complejo enzima-sustrato y puede ser interpretado utilizando la ecuacion 1,
donde £, representa la constante de reduccién o transferencia electronica de
la flavina :

K\ .y
Eat S —2 Ex~ § X S Eu+P Ecuacion 1
K-

Tal como describieron Strickland et al. (1975), asumiendo las condiciones
de equilibrio & >> k-, es posible calcular la constante de disociacion (4d)
como la relacién £,/ #,. Las constantes £,y 4 pueden ser obtenidas a partir
de la pendiente y el punto de interseccidn en abscisas de la representacion de
"dobles reciprocos” de la £, frente a la concentracién de sustrato (Fig. 25B,
recuadro). Los valores obtenidos fueron de 33,7 uM para la &4y de 303 s’
para la 4.

El segundo proceso no habia finalizado tras 500 ms de medida y las &;,,
durante este tiempo fueron del orden de 3 s* (Fig. 25A). La dependencia de
la concentracién inicial de alcohol y el hecho de que la AAO muestre
también actividad oxidasa sobre aldehidos aromaticos (ver seccién 3.1.2)
sugirieron que este segundo proceso lento podria corresponder a la
oxidacién y/o interaccién con el p-anisaldehido formado enzimaticamente.
La primera hipbtesis se vio reforzada por los resultados de cinética rapida
durante la reduccién de la AAO* por p-anisaldehido presentados mas abajo.
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Figura 25. Reduccién de la AAO* por alcohol p-anisilico. A. Trazos
cinéticos obtenidos con 108 uM de sustrato durante 500 ms. El trazo
grueso corresponde a los puntos experimentales y el trazo fino al ajuste
tedrico. B. Dependencia de los valores de 4 de la concentracién de
alcohol p-anisilico. En el recuadro se muestra la representacién de
“dobles reciprocos”. Las reacciones se llevaron a cabo en tampén
fosfato 100 mM de pH 6, a 25°C con 6 pM de enzima oxidada cuya
reduccion se siguid a 460 nm.
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5.1.2. Reduccién por alcohol 3-cloro-p-anisilico

Los ensayos de cinética rapida durante la reduccion de la AAO* por este
sustrato se realizaron mezclando 4 uM de AAO* oxidada con 27, 48, 72 y
96 UM de alcohol 3-cloro-p-anisilico (concentraciones finales). Las curvas
obtenidas mostraron nuevamente la reduccién del FAD a 460 nm,
ajustindose a ecuaciones doble-exponenciales para las 3 primeras
concentraciones ensayadas. Este resultado permite describir la reaccion
global como un proceso en dos fases. La primera, de menor amplitud que la
segunda, es una reaccién ripida cuya k,,, depende de forma lineal de la
concentracién de sustrato, sin llegar a alcanzarse la saturacién en el rango
ensayado (Fig. 26). El segundo proceso resulté mucho mas lento e
independiente de la concentracién de sustrato, presentando valores de £,
de 0.64 5™

200

160 A

120

&1 obs (5 1)

80

40

0 T T T T
0 20 40 60 80 100

Alcohol 3-cloro-p-anisilico (mM)

Figura 26. Dependencia de los valotes de kobs (para la reduccion de la
AAO*) de la concentracién de alcohol 3-cloro-p-anisilico. Las
reacciones se llevaron a cabo en tampén fosfato 100 mM de pH 6, a
25°C, utilizando alcohol 3-cloro-p-anisilico a distintas concentraciones
y 4 uM de enzima cuya reduccidn fue seguida a 460 nm.

Al igual que en el caso anterior los datos cinéticos de la primera reaccion

fueron analizados usando el procedimiento descrito por Stricklnad et al.
(1975). Asi, en la representacién de dobles reciprocos el ajuste fue lineal
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Figura 27. Trazos cinéticos de reduccién de 1a AAO* por alcohol 3-
cloro-p-anisilico. Se muestra el proceso bifasico de reduccién por el
alcohol a una concentracién 72 uM en tres rangos de tiempo diferentes
(0.1, 18 y 1000 s). Las reacciones se llevaron a cabo en tampén fosfato
100 mM de pH 6, a 25°C, utilizando 4 uM de enzima cuya reduccién
fue seguida a 460 nm. El trazo grueso corresponde a los puntos
experimentales y el trazo fino al ajuste tedrico.

pasando por el origen (dato no mostrado). Este resultado puede justificarse
si asumimos que 41 es muy pequefio y 42>> 41 (S), lo que supondria que la
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cantidad de complejo E,,-S serfa despreciable. La constante 1 calculada para
el proceso ast descrito serfa 1,78 uM™ s™. Bajo este supuesto la reaccion de
reduccién con este sustrato podria explicarse por la Ecuacion 2.

Eot+ § —X 5 B + P Ecuacién 2

Otra interpretacién de los resultados, teniendo en cuenta las dos fases
observadas durante la oxidacién del alcohol 3-cloro-p-anisilico, seria asumir
un proceso donde la primera reaccién representaria un proceso reversible de
reduccién de la flavina (Ecuacién 3) como se ha descrito para la reduccion
de la vainillil-alcohol oxidasa por p-etilfenol (Fraaije ef a/, 1998), en el cual la
mayor parte de la flavina estarfa en su forma oxidada (ki<k1), de ahi la
pequefia amplitud de la reaccién observada para esta primera fase. Si
tenemos en cuenta la fraccién de enzima oxidada (,/(k,+4,)) presente al
final de la primera fase de reduccidn, se puede calcular £, y £, definiendo la
constante aparente de reduccién de esta fase como (& = &,+£). Los valores
que se obtienen para £, y £, son 53.6 s y 125.0 s respectivamente. La
segunda fase reflejarfa el decaimiento del complejo entre la enzima reducida
y el producto o un intermediario en la reacciéon (E, D). La posible
formacién de compuestos intermediarios habia sido ya observada en los
ensayos de ®F NMR con el alcohol 7fluorobencilico (seccién 3.1.2), que al
igual que el 3<loro-p-anisilico, incluye un sustituyente (Cl/F) desactivante
del anillo de benceno.

K\ .
Eoax+ S T Ewd~ 1—X s Eus+p Ecuacién 3
K-

El anélisis de la cinética de reduccién de AAO* a la concentracidn de
alcohol 3-cloro-p-anisilico mas elevada (96 pM) mostrd trazos cinéticos que
se ajustaron a ecuaciones triple-exponenciales (ver Fig. 27). Las dos primeras
fases presentaron cinéticas similares a las observadas a concentraciones
inferiores, mientras que la tercera nueva fase result6 considerablemente mas
lenta con una 4;,, de 0.0336 s*. Al igual que en el caso del alcohol p-anisilico
se sugiere la oxidacién y/o interaccién con el aldehido producido por la
AAO* como la responsable de esta tercera fase. -

5.1.3. Reduccién por alcohol veratrilico
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Figura 28. Trazos cinéticos para la reduccién de la AAO* por
alcohol veratrilico. Se muestra la reduccion de la enzima por el
alcohol (168 M) a tres escalas de tiempo diferentes (0.1, 20 y 1000
s). Las reacciones se llevaron a cabo en tampén fosfato 100 mM de
pH 6 a 25°C, utilizando 4 uM de enzima cuya reduccién se estimé
a 460 nm. El trazo grueso corresponde a los puntos experimentales
y el trazo fino al ajuste tedrico.

La reduccidn de la AAO¥ por el alcohol veratrilico pudo ser ajustada a
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un proceso doble-exponencial (Fig. 28). La primera reaccion presentd una
k; 42 028 s* y ocurri6 tras unos 0.10 s sin cambios de absorbancia. Estos
primeros milisegundos podrian deberse a la formacién o adaptacién del
complejo enzima-sustrato, tras el cual tendrfa lugar la transferencia de
electrones y oxidacién del alcohol veratrilico. Este proceso no se observo en
las cinéticas anteriores posiblemente debido a la mayor afinidad de la AAO*
por aquellos sustratos, lo que darfa lugar a una mayor velocidad de
formacién del complejo. A continuacién, se observé un segundo proceso
que sugiri la interaccién y/o oxidacién del veratraldehido. Esta reaccién
present4 una mayor amplitud que la observada para el resto de los alcoholes
ensayados y una 4,,,> 0.003 s

5.1.4. Reduccioén por p-anisaldehido

Para comprobar experimentalmente que la reduccion de la AAO* por los
aldehidos arométicos podia ser observada mediante mezcla rapida con flujo
detenido, siendo responsable de la Gltima fase en las reacciones de reduccién
descritas anteriormente, se analizé la reduccién de la AAO* (4 M) por p-
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Figura 29. Trazo cinético para la reduccién de la AAO* por
anisaldehido. Las reacciones se llevaron a cabo en tampén fosfato
100 mM de pH 6, a 25°C, con 144 uM de aldehido y 4 uM de
enzima, cuya reduccién se estimd a 460 nm. El trazo grueso
corresponde a los puntos experimentales y el trazo fino al ajuste
tedrico.
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anisaldehido 144 y 500 M, en condiciones similares a las utilizadas para los
alcoholes (Fig. 29). Al comienzo de la reaccién se observé una fase de
adaptacion de unos 150 segundos (tiempo a partir del cual se realizé el ajuste
tedrico), para posteriormente comenzar una lenta reaccibn que
permaneceria inacabada a los 1000 s de producirse la mezcla, con valores de
ki de 3.5 x 10* y 9.5 x 10* s para 144 y 500 uM de panisaldehido
respectivamente. Esta reaccién resulté ser un orden de magnitud mis lenta
que la observada en la tltima fase de la reaccién con los alcoholes utilizando
la misma concentracién de enzima. Esto podria deberse a la mayor
accesibilidad de los aldehidos formados enzimiticamente (comparados con
el p-anisaldehido afiadido a la reaccidn) ya que éstos se generan en el entorno
de la proteina y la formacién del complejo enzima-sustrato debe verse
facilitada.

5.2. Cinética de la reoxidacién por el O,

El proceso de reoxidacién de la AAO* se estudié mediante stoppedfiow,
previa fotorreduccién de la enzima en presencia de 5-deazariboflavina. Tal

Absorbancia a 460 nm

Tiempo (s)

" Figura 30. Trazo cinético para la reoxidacién de la AAO* por el Oa,
La AAO* fotorreducida (2 uM) fue mezclada bajo condiciones
anaerobias con tampén fosfato 100 mM de pH 6 saturado con Oz (por
aireacién previa). El trazo grueso corresponde a los puntos
experimentales v el trazo fino al ajuste tedrico.
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como se muestra en la Fig. 30, la reoxidacién de la AAO* por el Oz produjo
un incremento de absorbancia a 460 nm ajustindose la curva a una ecuacion
exponencial de primer orden. Este proceso monofasico present6 una £, de
0.90 + 0.03 s

6. Estudios estructurales de la AAO

Este apartado incluye el anélisis de la estructura primaria de la AAO con
objeto de identificar motivos conservados en otras oxidorreductasas, la
determinacién experimental de su estructura secundaria mediante dicroismo
circular, el analisis de la estructura terciaria (tras modelado por homologia y
docking con diferentes alcoholes) con la finalidad de identificar residuos
potencialmente implicados en la catlisis y reconocimiento de sustratos, y
los estudios de mutagénesis dirigida encaminados a comprobar que dichos
residuos son funcionales.

6.1. Estructura primaria: Comparacién con otras oxidorreductasas

La secuencia de la AAO (deducida a partir del correspondiente cDNA)
esti compuesta por 593 aminodcidos, incluidos 27 aminoicidos que
componen su péptido sefial (entrada AFO64069 de GenBank) (Varela ¢z al,
1999). Al realizar una bsqueda BLAST (PBLAST) en el servidor del NCBI
(sobre un total de 2 715 099 secuencias) utilizando la secuencia de la AAO
madura las mayores identidades de secuencia (superiores al 30%) se
obtuvieron para colina deshidrogenasa, polietilenglicol deshidrogenasa (EC
1.1.99.20), alcohol deshidrogenasa (aceptor) (EC 1.1.99.8) y sorbosa
deshidrogenasa (EC 1.1.99.12), todas ellas de origen bacteriano. También
aparecieron diferentes proteinas hipotéticas incluyendo varias de origen
fangico (de Gibberella, Aspergilius, Magnaporthe, Podospora y Neurospora).

Cuando la bisqueda BLAST se orientb a las proteinas de las que se
conoce la estructura cristalografica las que mostraron la mayor identidad se
secuencia con la AAO fueron la glucosa oxidasa de A. niger (Frederick e al,
1990) v P. amagasakiense (Kiess et al, 1998) y la hidroxinitrilo liasa de
almendra (Prunus amygdalus) (Dreveny et al, 2001). En el alineamiento
miltiple de las secuencias maduras de estas tres enzimas (Fig. 31), la AAO
presentd respectivamente un 29, 28 y 21% de identidad con la glucosa
oxidasa de A. nidulans y P. amagasakiense y la hidroxinitrilo liasa. La glucosa
oxidasa pertenece a la familia de oxidorreductasas GMC, que debe su
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nombre a la glucosa oxidasa y deshidrogenasa, metanol oxidasa y colina
deshidrogenasa (Cavener, 1992). El alineamiento mltiple presentado en la
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Figura 31. Comparacion de las secuencias de aminoscidos de la
AAO y otras oxido-reductasas. AAO, GOX_as, GOX pe y Hall
son las secuencias (proteinas maduras) de la AAO de P. eryngii, la
glucosa oxidasa de A. niger y P. amagasakiense, y la hidroxinitrilo liasa
de P. amygdalus respectivamente (de estas tres Gltimas oxido-reductasas
se conoce la estructura cristalografica). En fondo negro se muestran
los residuos conservados, en la primera linea se indica la posicién de
- hélices a y estructuras B, y en la dGltima linea los residuos
caracteristicos de la familia GMC (Cavener, 1992). Alineamiento
multiple realizado en el servidor SDSC Biology Workbench (Thompson
et al, 1994).
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Figura 31 (continuacién).

Fig. 31 permitié identificar numerosos residuos conservados en las tres
’ ’ .. .y
proteinas, la mayoria de los cuales pertenecen al dominio de unién del
FAD. Entre los residuos conservados se incluyen las siguientes secuencias
consenso tipicas de la familia GMC, todas ellas situadas en el dominio de

unién del FAD:

La primera regién conservada (residuos 4-35 de la AAO) es el
dominio Paf de unién del ADP, que contiene el motivo
DP)xVI/L)V(DxG xGxxG(A)xxxAxR (K/T)Lxxxxxxx V(T)xxL({I/V)
ExG.

La segunda regién conservada corresponde a los residuos 268-287 de
la. AAO: ViLxAG(S)S(ATP)xxT(S)P(S)xL(VMID)xxxSGI(VML)G
(Signature 2 Prosite PS000624).

El tercer motivo conservado corresponde a los residuos 518-540 de la
AAO: V(A)xDxxxxVxGxxG(N)LRI(V/R)xDxSxxP.

Los residuos 81-104 de la AAO forman el cuarto motivo conservado:
G(A)KRCN)<LIV)GGS(GT)xxV(LIM)NG(AFY)GML)xMFWYA
)x R(TE)P(GA)xxxxxD(NESH) (Signature 1 Prosite PS000623).
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La secuencia de la AAO incluye 7 potenciales sitios de glicosilacién en las
posiciones 62-64, 138-140, 151-153, 222-224, 309-311, 325-327 y 369-371.
Tres de ellos coinciden con los sitios de glicosilacién confirmados en el
modelo cristalografico de la glucosa oxidasa (entrada 1GAL de PDB).

En la secuencia de la AAO aparecen tres residuos de cisteina, dos de los
cuales (C275 y C289) podrian formar un puente disulfuro, aunque su
posicion no coincide con el {nico puente disulfuro existente en la glucosa
oxidasa de A. niger (entre C164 y C206).

6.2. Analisis de la estructura secundaria por dicroismo circular

En la Fig. 32 se muestran los espectros de dicroismo circular de la AAO*
de E. nidulans y de E. coli. La semejanza entre ambos espectros indica que las
dos enzimas recombinantes poseen la misma estructura secundaria y
demuestra el correcto plegado i# sitro de la AAO* expresada en E. wii. Las
dos bandas negativas de magnitud similar sobre los 222 y 209 nm
corresponden al espectro de dicroismo circular caracteristico de las hélices
a, indicando el predominio de este tipo de estructura en la AAO. El
modelo estructural de la AAO realizado por homologia sugirié la existencia
de 15 hélices o, y 5 laminas B tal como se describe a continuacién.

20000

15000 -

10000 -

5000

[0] (deg cm’/ decimol)

200 220 240 260

A (nm)
Figura 32. Espectro de dicroismo circular de la AAO*. El espectro se
realizé en tampén fosfato 10 mM de pH 5.5, utilizando 0.7 mg/mL de
AAO* de E. nidulans (—) y de E. coli (-) en una cubeta de 1 mm de paso
ptico.
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6.3. Estructura tridimensional tras modelado por homologia

El modelo tedrico de la AAO (AAO (entrada 1QJN de PDB) esta
basado en la estructura cristalografica de la glucosa oxidasa de A. niger
(Hecht e al, 1993). En la Fig. 33 se indica la posicion de las diferentes
laminas y hélices sobre la secuencia de la AAO. Su nomenclatura estd
basada en la de la glucosa oxidasa.

La AAO constaria de dos dominios estructurales: el dominio de unién
del FAD y el dominio de uniéon del sustrato (Fig. 33) descritos a
continuacibn, caracterizados por la presencia de una gran lamina B en cada
uno de ellos. También puede identificarse una region intermedia entre
ambos dominios. La AAO presenta una topologia semejante a la de otras
flavoenzimas y puede ser descrita haciendo referencia a la familia de
oxidorreductasas GMC (Kiess ez /., 1998).

6.3.1. Dominio de uniéon del FAD

El dominio de unidn del cofactor (1 molécula de FAD) estd compuesto
principalmente por las laminas A (cinco grandes hebras en disposicion
paralela) y B (dos hebras-B), y cuatro hélices-a. (H1, H7, H7’ y H13). Esta es
una zona altamente conservada donde se puede observar el motivo Boaf
(A3-H1-A2) responsable de la unién del FAD a ]a AAO, y conservado en
las flavoproteinas (Wierenga ef 4/, 1983; 1986). El extremo N-terminal y C-
terminal de la AAO se encuentran en la superficie del dominio de union del
FAD.

El cofactor en la AAO se encuentra en la zona central de la molécula. La
Fig. 34 muestra los residuos que rodean al FAD de la AAO de P. eryngii.
Algunos de estos residuos estan implicados en la unién del FAD aunque no
todos interaccionan directamente con el cofactor. Muchos de ellos se
encuentran conservados en la familia GMC de oxidorreductasas y/o en la
hidroxinitrilo liasa: G9, G11, G14, A19, L21, L32, E33, G35, G65, G381,
G86, S88, V231, A272, S274, D535, y S537 de la AAO. Las principales
interacciones entre el FAD y la AAO serian a través de 17 puentes de
hidrégeno con los residuos: N12, A13, G14, L32, E33, M83, S88, Q230,
S274, G385, T548 y G549.
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Figura 34. Entorno del FAD de la AAO. A. Residuos préximos al
cofactor (los residuos conservados en la glucosa oxidasa se muestran en
negrita). B. Motivo Bafl de unién del FAD.

6.3.2. Region intermedia’

Esta region esta formada en la AAO por la limina E (4 hebras B) y por 4
hélices o (H2, H3, H4, H5, H6 y H11). Las hélices H2, H3 y H11 estan
estructuralmente conservadas en todas las oxidorreductasas de la familia
GMC. La hélice H11 en la AAO, aparece en disposicidn similar a la de la
glucosa oxidasa, interaccionando con la lamina C a través de una serie de
residuos altamente conservados, también en la AAQ: el residuo A455 de la
AAO implicado en contactos hidrofébicos con las hebras C4 y C3, y los
residuos hidrofédbicos V306, G307, 1.281 y 1286 de la AAO responsables de
mantener la integridad estructural de esta region en otras GMC (Hecht ez a/,
1993). En las hélices H2 y H3 y la lamina E hay también una serie de

Figura 33 (Pagina anterior). Modelo teérico de la AAO de P. eryngii (entrada
PDB: 1QJN). A. Estructura tridimensional mostrando el FAD, 15 hélices o y 5
laminas B. B. Diagrama topolégico de la estructura secundaria. Los elementos del
dominio del FAD se muestran en rojo, los del dominio de unibén del sustrato en

verde y los de la region intermedia en azul.
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residuos conservados en la AAO y la glucosa oxidasa (D104, V109, G111,
E113, G115, W116, N117, W118, D119, N120, E129, H149 y G153 de la
AAO). Algunos de ellos podrian conectar con los dominios de unién del
FAD y de union del sustrato descritos en los apartados anterior y siguiente,
respectivamente.

6.3.3. Dominio de unién de sustratos

El dominio de unién de sustratos de la AAO esta formado por las
laminas C (6 hebras B) y E (4 hebras B) en disposicién antiparalela y las
hélices H8, H9, H9', H10 y H12. A pesar de la poca identidad de secuencia
en esta region, el dominio de unién de sustratos de la AAO muestra una
topologia general similar al de otros miembros de la familia GMC. La
distribucién de hélices o en esta regién es parecida, aunque la glucosa
oxidasa no presentar las hélices H7’ y H9".

Figura 35. Superficie de acceso de solvente en el modelo molecular
de la AAO. A. Aspecto globular de la enzima. A través del canal de
acceso se puede observar en el interior de la proteina el FAD (en

amarillo) y el alcohol veratrilico (en rojo). B. Detalle del canal de
acceso.

La AAO, al igual que otras flavoproteinas, muestran en la superficie un
canal de acceso al FAD y al centro activo de la enzima (Fig. 35). La AAO
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tan solo presenta dos residuos conservados de los siete que componen el
centro activo de la glucosa oxidasa (Wohlfahrt e a/, 1999). Estos dos
residuos son H502 y H546, que ocupan la misma posicibn que los
correspondientes residuos de la glucosa oxidasa (H516 y H559) situados en
las proximidades del anillo de flavina. El N** de H502 se encuentra a una
distancia del N1, C4a y c10a del FAD de 3.8 A, 38 A y 34 A,
respectivamente. Desde el N° de H546 al N3 del FAD hay una distancia de
4.0 A. La situacién de estos dos residuos es bastante favorable para actuar
como bases en la reaccién de reduccion de la enzima y como acidos en la
reaccion de oxidacién dentro del ciclo catalitico de la AAO (tal y como se
comenta en el ultimo apartado de la Discusion).

En la AAO junto a H502 se encuentra F501. En otras flavoenzimas
(Mattevi et al, 1996; 1997; Mizutani ez al, 1996; Schreuder ef al, 1989) se ha
sugerido la implicacién de residuos aromaticos proximos al anillo de flavina

3/10 bencilico

/10
hexadienol

1/10 %
cinarpﬂico i

P
g l"""‘ cinamilico

Figura 36. Resultados del docking de la AAO de P. eryngii con los
alcoholes veratrilico, bencilico y p-anisilico y el 2,4-hexadien-1-ol. Se

muestra parte del FAD (en amarillo), los residuos de histidina
conservados (en azul) y las posiciones de diez moléculas de cada alcohol
(en rojo).
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en la unién de los sustratos (incluyendo compuestos aromiticos). De forma
parecida, F501 asi como Y78 y Y92, situados en la proximidad del anillo de
flavina de la AAO, podrian formar parte del sitio de unién de sustratos
aromaticos (o alifiticos poliinsaturados) a esta enzima.

6.4. Estudios de acoplamiento molecular (docking) con sustratos

Sobre el modelo tedrico de 1a AAO descrito anteriormente se realizaron
estudios de acoplamiento molecular (docking con diferentes sustratos:
alcoholes bencilico, veratrilico y p-anisilico y 2,4-hexadien-1-ol. Para ello se
utilizo el programa AutoDock ver. 3 (Morris ef 4/, 1998). La simulacién de
las interacciones moleculares entre la AAO y los sustratos muestra como
estos alcoholes se sittan en el interior de la proteina al que se accede por el
canal antes mencionado (Fig. 35A). En la Fig. 36 se muestran los resultados
del docking con los diferentes alcoholes estudiados. Con la excepcién del 2,4-
hexadien-1-ol, ]a mayoria de las moléculas de sustrato se localizaron en las
proximidades del N5 del anillo de flavina y de los residuos H502 y H546.
En la Fig. 37 se muestran los residuos cercanos al sitio donde se ha
localizado el sustrato y al anillo de flavina que podrian estar implicados en
la actividad catalitica de esta enzima.

7. Estudios de mutagénesis dirigida

Los estudios de mutagénesis dirigida de la AAO estuvieron encaminados
a confirmar los residuos que forman parte del bolsillo de unién a los
sustratos y participan en la catalisis.

7.1. Disefio de los mutantes

Del modelo molecular de la AAO de P. eryngii y los resultados del docking
descritos anteriormente, se dedujeron una serie de residuos potencialmente
implicados en la actividad catalitica de esta enzima (Fig. 37). Las
modificaciones mediante mutagénesis dirigida de los residuos de histidina
H502 y H546, conservados en la glucosa oxidasa de A. niger, estin
encaminadas a probar su participacidén en la transferencia electrénica al
anillo de flavina. En la glucosa oxidasa el residuo altamente conservado
N107 esta implicado en la unién del O: del anillo de flavina, siendo su
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homélogo en la AAO un tercer residuo de histidina H91 cuyo papel sera
también identificado por mutagenesis dirigida.

Por otro lado, los residuos aromaticos Y78, F501 y Y92, por su
proximidad al FAD y su naturaleza quimica podrian estar estabilizando la
union de los sustratos por interacciones de tipo hidrofébico. Ademds, de los
resultados del dacking se dedujeron otra serie de residuos (1500, N498, 1315,
A415, 1401 y R403) que por su naturaleza y localizacién en el bolsillo de
union de los sustratos, podrian también participar en la unién de éstos o
estabilizar el mencionado bolsillo. Para todos estos residuos se disefiaron
una serie de variantes cuyas caracteristicas de describen a continuacién.

Figura 37. Identificacion de los residuos situados en la proximidad

del sustrato.
7.2. Construccion de las variantes de la AAO

Las variantes Y78A, H91S, Y92A, Y92F, L315A, I401A, R403S, F501A,
F501F, H502L, H502S, H546L y H546S fueron obtenidas mediante
mutagénesis dirigida utilizando el &it QuikChange® de Stratagene (Weiner of
al, 1994). Para ello, se disefiaron una serie de cebadores con los que,
mediante amplificacién por PCR de pALAAO%*, se insertaron las
mutaciones en el cDNA de la AAO. Tras una digestién selectiva del DNA
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parental con la nucleasa Dpnl, los plésmidos amplificados fueron aislados y
secuenciados. Los plasmidos que incorporaron la mutacién deseada y el
resto de la secuencia amplificada correctamente, fueron utilizados para
transformar E. nidulans.

7.3. Comparacion de transformantes de E. nidulans

La expresion de los mutantes y obtencién de las diferentes variantes se
realizo de manera similar a la AAO* nativa (no mutada). Los plésmidos
PALAAO* con las mutaciones deseadas fueron empleados como vector de
expresion. Con ellos se transformaron protoplastos de E. nidulans biAl,
metGl, argB2 y se aislaron los transformantes que crecieron en ausencia de
arginina.

0 50 100 150 200 250 300
Actividad AAO (mU/mL)

Figura. 38. Niveles de actividlad AAO en cultivos de los
transformantes de E. nidulans que contenian las diferentes
mutaciones en el cDNA de la AAO. La actividad AAO fue medida
en los liquidos de cultivo tras 48 h de incubacibn, utilizando alcohol
veratrilico como sustrato (medias y limites de confianza del 95%).

Para cada mutante se seleccionaron una media de 10 clones con los
cuales se inocularon matraces con medio minimo. Tras 24 h de incubacidn,
el micelio de los distintos transformantes fue pasado a medio minimo al que
se adiciond treonina como inductor. La actividad AAQO en los cultivos de
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los distintos transformantes se siguié durante 72 h, utilizando como sustrato
alcohol veratrilico. En la Fig. 38 se muestran los resultados del test de
expresién, tomando como dato comparativo la actividad tras 48 h de
incubacién. Los transformantes Y78A y Y92F no presentaron cambios
significativos en su actividad AAO respecto a la cepa de E. nidulans que
incluia la forma salvaje del cDNA de la AAO (cuya actividad es del orden
de 170 U/L). Para el transformante F501Y se detectaron niveles de actividad
significativamente superiores, llegando a representar un 125 % respecto a la
cepa nativa. Por el contrario, el transformante F501A presenté muy bajos
niveles de actividad (del orden de 4 U/L). En el caso de las mutaciones
Y92A, H546L, H546S, H502S, H502L y R403S, no se detectd actividad en
ninguno de los transformantes analizados. Las unicas sustituciones activas
para los residuos de histidina fueron H91S, H502R y H566R, las cuales
presentaron bajos niveles de actividad (del orden de 6 y 2 U/L
respectivamente), comparables a los obtenidos con la variante I401A
(aproximadamente 4 U/L). '

7.4. Purificacién y caracterizacién de las variantes

A la vista de los resultados obtenidos en el test de expresién con los
transformantes de E. sidulans que contenian las diferentes mutaciones del
cDNA de la AAO, se planted la purificacién de aquellas variantes que
presentaron alguna actividad frente al alcohol veratrilico. Otra serie de
transformantes (con las mutaciones Y78F, H91S, Y92A, R403A, H502L,
H502R, H502S, H546R y H546S) pricticamente no presentaron actividad
AAO, revelando que los correspondientes residuos incluyendo tres
histidinas (H91, H502 y H546), una arginina (R403) y dos tirosinas (Y78 y
Y92) discutidos mas abajo son necesarios para la actividad catalitica. Hasta
el momento de la escritura de este trabajo se han purificado y caracterizado
las variantes que contienen las mutaciones F501Y, F501A, Y78A, Y92F y
L315A. La purificacién se llevo a cabo a partir de liquidos de cultivo de 48 h
en medio de induccién con treonina. El proceso de purificacién fue el
mismo que se describié para la proteina salvaje. Tras la concentracion de los
liquidos de cultivo, se realizo un cromatografia de exclusién molecular
- seguida de otra de intercambio i6nico, que permitieron la purificacion a
homogeneidad de las cinco proteinas mutadas con rendimientos similares a
los obtenidos con la AAO* nativa.
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Los espectros de absorcién de la distintas variantes fueron similares a los
descritos para la AAO* nativa incluyendo un méximo en torno a 463 nm,
con el pequefio valle entorno a los 480 nm caracteristico de una correcta
union del FAD a la proteina.

1.5. Propiedades cataliticas de las variantes obtenidas

Para estudiar la implicacién de los residuos modificados en las
propiedades cataliticas de las distintas variantes, se calcularon las constantes
cinéticas de estado estacionario y se compararon con las obtenidos para la
AAO* nativa. Los sustratos empleados fueron los alcoholes bencilico, 7
anisilico, p-anisilico, veratrilico y cinamilico, y el 2,4-hexadien-1-ol. En la
Tabla 26 se muestran los valores de la constante de afinidad (Ka), la
constante catalitica (kw) y la eficiencia de oxidacién (keu/Kw) para los
distintos alcoholes. En general, todas las variantes presentaron cierta
actividad frente a los diferentes sustratos ensayados. Las mayores diferencias
se observaron en la &, mientras que la afinidad por los sustratos ensayados
se vio menos afectada, presentando la mayoria de las variantes valores de Km
similares o algo superiores a los de la AAO* nativa.

La variante F501Y no presenté diferencias significativas en las velocidades
de oxidacién de los distintos sustratos, obteniéndose valores de & similares
a los de la AAO™ nativa. En cuanto a la afinidad tampoco se observaron
diferencias significativas, salvo para los alcoholes p-anisilico y veratrilico,
donde los valores de Km fueron un 60% mas bajos que los de la AAO*
nativa. Sin embargo, la sustitucién de la F501 por un residuo no aromatico,
variante F501A, provocd una dristica disminucién en las velocidades de
oxidacion, observandose una & del orden de 3 s para todos los sustratos
ensayados. Esta variante también presentd una disminucién en la afinidad,
los valores de K frente a los alcoholes m-anisilico y bencilico y el 2,4-
hexadien-1-0l fueron respectivamente 2, 4 y 5 veces mayores que los
obtenidos con la AAO* nativa.

La AAO* con la mutacibn Y92F presentd propiedades cataliticas
similares a las de la AAO* nativa, observindose las mayores diferencias en
la oxidacion del alcohol cinamilico. Con este alcohol los valores de K y Aer
fueron 6 veces mayores a los de la AAO* nativa, a pesar de presentar una
eficiencia catalitica comparable. Hay que recordar que la variante Y92A
resulté inactiva tal como se observd al analizar el correspondiente
transformante (ver Fig. 38)
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Tabla 26. Constantes cinéticas de las distintas variantes de la AAO¥*.

Alcohol Nativa Y78A F501A F501Y Y92F L315A
Bencilico Ka 758 + 110 920+ 120 3293+ 929 726 + 83 105075  807+32
- 32+6 2843 210 29+ 1 32+6 18%5
kca/ K 479 3943 110 44 +2 34+1 2242
m-Anisilico Ka 203 + 138 359 + 102 545 238 + 54 298 + 60 235+ 13
- 1846 9+1 1 1742 26+ 1 13+1
kcar/ Ko 65124 28+1 1 79+4 85+ 1 592
P-Anisilico Kn 28+1 34+2 2642 181 4516 40+ 1
e 149 + 24 86+3 340 1055 150+ 23 60+0
kel K 52321 2717+ 0 1020 5630+ 1 349040 1498+ 0
Veratrilico Ka 592 +24 563+ 7 348 + 38 351422 610+72 1012+ 104
kocae 119%5 89+5 240 89+5 154+ 34 88+3
ke/Ka 21015 61+7 7+1 27115 299 + 48 89+3
Cinamilico Ka 748 + 125 1356 £269 67626 nd 4461 + 1950 nd
focar 56+ 10 183 +35 140 nd 343 +206 nd
b/ K 78111 1606 1£0 nd 1025 nd
Hexadien-1-ol g, 92+4 291+153  439+262 100+ 0 116 + 18 141+3
kcar 144 +36 197 + 64 2+1 114+ 4 2080 59+ 11
kea/Ka 1271155 995 + 96 612 1384 £ 86 1818+ 18 445165

Se muestran las medias e intervalos de confianza del 95% para Km ({M), £ (s") y £wr/Ka (s* mM™), n.d: no

determinado.
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La variante Y78A present valores de K similares frente a todos los
alcoholes ensayados. Sin embargo, se vieron afectadas las velocidades de
oxidacién, presentando valores de ke para todos los sustratos algo mas
bajos que los de la AAO* nativa. Por el contrario la variante Y78F present
bajos niveles de actividad tal y como se muestra en la Fig. 38

La variante L315A presenté menor afinidad por los alcoholes p-anisilico y
veratrilico y el 2,4-hexadien-1-ol que la AAO* nativa. Las velocidades de
oxidacién también fueron menores que las de la AAO* nativa para los -
sustratos ensayados, con la excepcién de los alcoholes bencilico y -
anisilico.

Tabla 27. Eficiencia de las distintas variantes frente a 1a enzima nativa.

Alcohol Nativa Y78A  F501A F501Y Y92F  L315A
Bencilico 100 83 2 94 72 47
m-Anisilico 100 43 1.5 122 131 91
p-Anisilico 100 52 2 110 67 29
Veratrilico 100 29 3129 142 42
Cinamilico 100 200 1 n.d 131 n.d
2,4 Hexadien-1-ol 100 78 0.1 110 141 35

n.d: no determinado

El efecto de las diferentes mutaciones se aprecia facilmente en la Tabla 27
donde se compara la eficiencia catalitica de las distintas variantes para la
oxidacion de los seis alcoholes como un porcentaje de la eficiencia catalitica
de la AAO* nativa. Las eficiencias més bajas para todos los sustratos se
observaron con la variante F501A, que present6 valores 2 ordenes de
magnitud por debajo de la AAO¥* nativa. Por el contrario, las variantes
F501Y y Y92F presentaron para los alcoholes manisilico, p-anisilico,
veratrilico y cinamilico y para el 2,4-hexadien-1-ol eficiencias mayores que
los observadas con la AAO* nativa.

Finalmente hay que recordar que las histidinas H502 y H546 parecen
indispensables para la actividad catalitica ya que ninguna de las variantes de
las mismas presentd actividad (ver Fig. 38).
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Discusion

La clonacién previa del gen de la AAO de P. eryngii y su expresion
heterbloga han permitido completar la caracterizacién fisico-quimica,
cinética y estructural de esta interesante oxidasa objeto del presente estudio.
A lo largo de este capitulo se discutirn los resultados obtenidos a través de
cuatro apartados. En el primero, se hablard de las propiedades fisico-
quimicas y espectroscépicas de la AAO. En el siguiente se discutiran sus
propiedades cataliticas, describiendo por primera vez las constantes cinéticas
de la reaccion de reduccién de la enzima mediante técnicas de stopped-flow. A
continuacién, se incluye un apartado sobre los aspectos estructura-funcion
méas relevantes de la AAO. Este aborda la comparacion de su estructura
primaria con otras oxidorreductasas, la descripcién de la estructura
molecular y el centro activo de la AAO, y la implicacién de algunos
residuos en la actividad catalitica. En el Gltimo apartado se propone un
mecanismo de reaccion para esta enzima.

1. Caracteristicas de la AAO

Tras la clonacién del gen y cDNA de la AAO de P. eryngii (Varela et al,
1999) se han desarrollado en nuestro laboratorio dos sistemas de expresion
heterdloga para esta oxidasa. Su expresion en el ascomiceto E. nidulans
permitié obtener AAO* extracelular activa. Frente a los 15 dias requeridos
para obtener AAO salvaje de P. eryngii, en E. nidulans se consiguieron niveles
10-50 veces mayores en 48 h (Varela ez a/, 2001). Por otro lado, la expresion
heteréloga del cDNA de la AAO en E. rofi, dio lugar a gran cantidad de
proteina inactiva acumulada en cuerpos de inclusién. Sin embargo,
mediante un proceso de plegado e incorporacibn del cofactor in vitro se pudo
obtener AAO recombinante activa. Los niveles de produccién fueron unas
40 veces mayores que los obtenidos en E. nidulans (25 mg de proteina activa
pura por litro de cultivo de E. /i frente a 0,6 mg en E. nidulans) y el tiempo
de cultivo fue también menor (Ruiz-Duefias e 4/, 2004). Las formas
recombinantes de AAO producidas en E. sidulans y E. coli presentaron
propiedades cataliticas para los alcoholes ensayados similares a las de la
enzima nativa, con una pequefia disminucién en los valores de la £,,. Los
mismos sistemas de expresién heterdloga han sido utilizados en nuestro
laboratorio para la obtencién de VP de P. eryngiz (Camarero ez 4/, 1999; Ruiz-
Duefias et 4/, 1999b), aunque los resultados en este ultimo caso pueden
considerarse menos satisfactorios (Pérez-Boada ef a/, 2002; Ruiz-Duefias e
al, 1999a). Asi, la expresién en E. ok permitid obtener unos 5.5 mg de VP*
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pura y activa por litro de cultivo. Ademas, los niveles de VP* en E. nidulans
(solo 0,5 mg/L) fueron incluso inferiores a la produccién de VP salvaje por
P. eryngii (2 mg/L). En consecuencia, no fue posible utilizar la expresién
heterologa eucariota para la caracterizacién de la VP al contrario de lo que
se ha hecho con la AAO.

Respecto a sus propiedades fisico-quimicas, la AAO* producida en E.
nidulans y E. coli mostraron las mayores diferencias en cuanto a su estabilidad
(Ferreira et al, 2002; Guillén e# al, 1992; Ruiz-Duefias ¢ a/, 2004). La enzima
recombinante producida en E. nidulans resulté ser estable en un amplio
rango de pH (incluyendo valores 4cidos) y a temperaturas por encima de los
50°C, donde la enzima de E. w/ se inactiva. Esta mejor estabilidad se
atribuyé a la ausencia de glicosilacién en la AAO* de E. wh. La
determinacién de las masas moleculares, permitié deducir una pequefia
diferencia en el grado de glicosilacién de la AAO salvaje (10 %) y la
recombinante de E. nidulans (11 %) sin diferencias en el tipo de glicosilacién.
La determinacién precisa de la masa molecular de la AAO no glicosilada
(mediante MALDI-TOF), permitié comprobar que esta oxidasa presenta
una molécula de FAD por molécula de proteina (Ghisla y Massey, 1989).

Las flavoproteinas de tipo oxidasa presentan algunas caracteristicas
espectroscopicas comunes como la estabilizacién termodindmica de la
flavina en forma de semiquinona aniénica (ver Fig. 5) y la formacién de un
aducto covalente entre el N5 de la flavina y el sulfito (Massey, 1995). Estas
caracteristicas sugieren la existencia de una carga positiva cercana a la zona
N1-C20 de la flavina. Este hecho ha sido confirmado con la resolucién de
la estructura cristalografica de algunas oxidasas (Hecht ef a/, 1993; Lindqvist
y Branden, 1989; Vrielink e 4/, 1991). Estas han mostrado residuos con
carga positiva orientados hacia la mencionada zoma de la flavina,
concretamente una lisina en la glicolato oxidasa, y distintas histidinas en la
glucosa oxidasa y la colesterol oxidasa.

La reduccién de las flavoproteinas por diferentes métodos puede dar
informacidn sobre sus caracteristicas funcionales y estructurales. La flavina
se puede reducir hasta su forma hidroquinona a través de dos reacciones de
un electrén, observindose en ocasiones la forma parcialmente reducida
como radical semiquinona (ver Fig. 5) (Massey y Hemmerich, 1980; Miiller,
1987). La semiquinona puede presentar 2 formas distinguibles
espectrofotométricamente: i) forma aniénica o roja con fuerte absorcién
alrededor de 380 nm y un méximo adicional a 400 nm; y ii) forma neutra o
azul que absorbe en el rango de 580-610 nm. En las oxidasas es frecuente
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que la formacién de intermediarios de tipo semiquinona se observe durante
la fotorreduccién o reduccién por ditionito pero no en la reduccibén por sus
sustratos (Massey y Hemmerich, 1980; Miiller, 1987).

Las caracteristicas espectrofotométricas de la AAO fueron estudiadas por
primera vez en ensayos de reduccién con alcohol anisilico y ditionito,
fotorreduccién y reactividad con sulfito. La reduccién anaerdbica de la
AAO con alcohol panisilico revelé la existencia de sélo dos especies de la
flavina, la forma oxidada de tipo quinona y la forma reducida de tipo
hidroquinona. La posible estabilizacién del radical semiquinona de la AAO
también fue investigada mediante fotorreduccién (en presencia de 5-
deazariboflavina) y reduccién anaerébica con ditionito. La reduccion total
de la AAO con ditionito dio una idea de su potencial redox que debe ser
menor de -0.417 (Mayhew, 1978). En contra de lo esperado, ya que es
caracteristico de las oxidasas estabilizar la forma semiquinona anibnica, no
se observé semiquinona en ninguno de los casos. Sin embargo, existen otras
excepciones como la glucosa oxidasa, que por fotorreduccién estabiliza la
forma anibnica o neutra dependiendo del pH (Massey y Hemmerich, 1977).
De igual manera, la vainillil-alcohol oxidasa forma semiquinona neutra, una
caracteristica de las flavoenzimas que no reaccionan o lo hacen pobremente
con el Oz (de Jong e al, 1992).

Muchas oxidasas forman un aducto entre el N5 del anillo de flavina y el
sulfito, dando espectros similares a los de sus formas reducidas (Massey ez 2/,
1969). La AAO no mostrd reactividad con el sulfito incluso a altas
concentraciones. También existen otras excepciones como la putrescina
oxidasa (EC 1.4.3.10) (De Sa, 1972) o la vainillil-alcohol oxidasa (de Jong e
al,, 1992). Con la resolucién de la estructura cristalografica de esta iltima se
identificd un residuo acido (D170) en las proximidades del N5, que por
repulsi6n electrostatica debe impedir la formacién del aducto (Mattevi ez 4/,
1997a). En la AAO el resido acido mas cercano al N5 (D312) se encuentra
muy alejado (a 10 A). Ademas, cercano al C4a de la flavina de la AAO se
encuentra H502 que en principio deberia favorecer tanto la formacién del
aducto como la estabilizacidn de la forma anionica del radical semiquinona.

2. Actividad catalitica de la AAO

Estudios previos de especificidad de sustrato con la enzima salvaje de P.
eryngii mostraron que la AAO cataliza la oxidacion de alcoholes aromaticos
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y alifaticos insaturados con un hidroxilo primario en el C,. El alcohol
alilico (2-propen-1-ol) fue la estructura minima oxidada aunque con muy
baja actividad, incrementdndose la tasa de oxidacién de estos alcoholes a
media que aumenta el niimero de dobles enlaces conjugados (Guillén e /,
1992). La enzima presenta una amplia especificidad de sustrato, oxidando
gran variedad de alcoholes bencilicos, cindmilicos, naftilicos y alifticos
poliinsaturados. Las constantes cinéticas calculadas para el alcohol bencilico
y sus distintos derivados metoxilados ‘(p-anisilico, m~anisilico, 2,4-
dimetoxibencilico y veratrilico) mostraron que un grupo metoxilo en
posicion para ejerce un efecto positivo sobre la afinidad y velocidad de
oxidacién de los sustratos y que por el contrario en posicidén metz afecta
negativamente a la velocidad de oxidacién. La oxidacién catalizada por la
AAO esta determinada no sélo por la posicién de los sustituyentes en el
anillo de benceno, sino también por su naturaleza. Mientras que la actividad
sobre el alcohol p-anisilico es del 571 % respecto al alcohol bencilico, la del
alcohol p-nitrobencilico es tan sélo del 9%.

2.1. Cinética de estado estacionario

En este trabajé se ha investigado el efecto de distintos sustituyentes
(fluor, cloro y metoxilo) en posiciones para y orto del alcohol bencilico. Las
constantes cinéticas obtenidas no mostraron una clara relacién entre la tasa
de oxidacion de los distintos derivados bencilicos por la AAO y el caricter
electronico de los sustituyentes (Ferreira ef /), 2002). Asi, en posicién para el
fuerte caracter electronegativo de los halégenos no parece tener un efecto
desactivante del anillo de benceno pues las 4 de los alcoholes p-
fluorobencilico y p~clorobencilico fueron iguales o superiores a las
observadas para el alcohol bencilico. En el caso de los sustituciones en mets
las velocidades de oxidacion de los alcoholes manisilico y zclorobencilico
tueron similares a pesar de tratarse de dos sustituyentes con un efecto
electronico contrario. En los estudios realizados con la monoamino oxidasa
(EC 1.4.3.4) tampoco se detectdé un claro efecto electrénico para la
oxidaciéon de bencilamina con distintos sustituyentes en posicién para,
atribuyéndose estos resultados a que la unién y orientacién del sustrato en
el centro activo es mas importante que el efecto electrénico (Edmondson,
1995; Hartmann y Klinman, 1991; Nandigama y Edmondson, 2000; Walker
y Edmondson, 1994).
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En cuanto al efecto de los sustituyentes en la afinidad de la AAOQ, la
presencia de fluor en posiciones meta y para apenas provocd variaciones
significativas en los valores de K. Sin embargo, al aumentar el volumen de
los sustituyentes (de cloro a metoxilo) la afinidad aumenté. El acido 4-
hidroximetilbenzoico (la AAO oxida el grupo hidroximetilo) fue el peor
sustrato ensayado, con una afinidad mas de 25 veces inferior a la del alcohol
bencilico. El grupo carboxilo en esta posicion debe afectar negativamente a
la afinidad. Este compuesto presenta una tasa de oxidacion (2% respecto al
alcohol bencilico) comparable a las obtenidas con los alcoholes p-
hidroxibencilico y p-nitrobencilico (Guillén ez 4/, 1992). Por el contrario, la
AAO mostrd la mayor afinidad por el alcohol 3-cloro-p-anisilico (K, 17
M), de acuerdo con los resultados preliminares obtenidos por de Jong ez 4/,
(1994) con la AAO de Bjerkandera.

El calculo de las constantes cinéticas para el 2,4-hexadien-1-ol corrobord
la alta actividad de la AAO sobre este alcohol alifatico descrita por Guillén
(1992). La AAO de P. eryngii presentd una alta eficiencia oxidando este
compuesto, lo que la diferencia de otras AAO fingicas incapaces de oxidar
alcoholes alifaticos insaturados (Farmer ef a/, 1960; Muheim ez 4/, 1990) y la
relaciona con la AAO de algunas especies de gasteropodos que presenta
actividad frente al 2-buten-1-ol (Large y Connock, 1993).

Los estudios realizados mostraron que la AAO de P. eryngii es especifica
para la oxidacién de alcoholes y aldehidos, siendo incapaz de catalizar
reacciones de desmetilacién, hidratacion y desaminacion. Estas reacciones
son tipicas de otras oxidasas de alcoholes aromaticos como la vainillil-
alcohol oxidasa (Fraaije ef 4/, 1995). Esta ultima flavoenzima oxida alcoholes
aromaticos fendlicos (activados) mientras que la AAO presenta actividad
frente alcoholes aromaticos no fendlicos, hecho que hace suponer distintos
mecanismos de oxidacién. Sin embargo, ambas oxidasas reconocen
compuestos de estructuras similares llegando los sustratos de una a ser
inhibidores de la otra, como en el caso del alcohol cinamilico (sustrato de la
AAOQO e inhibidor de la vainillil-alcohol oxidasa) y el chavicol (sustrato de la
vainillil-alcohol oxidasa e inhibidor de la AAO) (de Jong er 4/, 1992;
Ferreira ez al,, 2002).

Los estudios de inhibicién realizados pusieron de manifiesto que la AAO
reconoce compuestos con sistemas de dobles enlaces conjugados con
independencia de que contengan o no grupos hidroxilos alcohélicos. Este es
el caso del tolueno o el 4cido p-anisico inhibidores competitivos de la AAO
de P. eryngii con una K; similar o incluso mas baja que la K, para el alcohol
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bencilico. En la bibliografia existen otras oxidasas, como la monoamino
oxidasa, que presentan afinidades més altas por algunos de sus inhibidores
competitivos que por sus sustratos (Dostert y Strolin, 1991). Este hecho esta
relacionado con el concepto de K, ya que ésta no es una simple K, que
refleje la formacidn del complejo enzima sustrato. El hecho de que el 4cido
p-anisico muestre una Ki ligeramente superior a la K, del alcohol p-anisilico
pero comparable a la K,, del alcohol p-clorobencilico indica que compuestos
de tipo bencenocarboxilico pueden unirse a la AAO a pesar de la baja
actividad sobre el acido 4-hidroximetilbenzoico mencionada anteriormente.
Finalmente, el tipo de inhibicién (acompetitiva) ejercida por la p-
metoxibencilamina (K; 0.250 mM), hace suponer que la unién se efecttia en
un sitio distinto al centro activo al que se fijan los sustratos.

En los estudios de especificidad de sustrato realizados por Guillén e 4/
(1992) se describid una baja actividad de la AAO de P. eryngsi sobre aldehidos
aromaticos. Los estudios de F NMR realizados en este trabajo utilizando p-
fluorobenzaldehido como sustrato permitieron identificar el 4cido p-
fluorobenzoico como producto de la actividad aldehido oxidasa de la AAO.
La actividad sobre el p-fluorobenzaldehido supuso en torno a un 4%
respecto a la actividad sobre el alcohol pfluorobencilico, y fue similar a la
del p-nitrobenzaldehido. Mediante la técnica de stopped-flow, cuyos resultados
mas relevantes se discuten en el apartado siguiente, fue posible mostrar la
lenta reduccién del FAD de la AAO por el p-anisaldehido. Esta actividad
dual de una alcohol oxidasa sobre alcoholes y aldehidos ha sido mencionada
para la ‘metanol oxidasa (Hopkins, 1985) pero no se ha investigado en
detalle. A su vez, Large y Connock (1993) han descrito en las glindulas
digestivas de gasterépodos la actividad conjunta de dos enzimas, aldehido y
alcohol oxidasas, capaces de oxidar alcoholes aromaticos a sus
correspondientes acidos. Ninguna de ellas ha sido purificada hasta el
momento. Finalmente hay que mencionar que en Steptomyces viridosporus ha
sido también descrita una aldehido oxidasa capaz de actuar sobre aldehidos
aromaticos (Deobald y Crawford, 1989).

2.2. Estudios de cinética rapida

El ciclo catalitico de la AAO es iniciado con la reduccién del FAD en la
oxidacién de alcoholes (reaccién de reduccién) y completado con la
oxidacién del FAD reducido por el O: (reaccién de oxidacién) y la
consecuente produccion de H20z. En la reaccion de reduccidn, los alcoholes
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aroméaticos o alifiticos poliinsaturados son oxidados a sus respectivos
aldehidos, los cuales por los resultados mostrados en este trabajo pueden ser
a su vez oxidados por la AAO a los correspondientes 4cidos.

Utilizando la técnica de stoppedflow se analizd la reaccidn de reduccién de
la AAO por cuatro sustratos, los alcoholes p-anisilico, 3-cloro-p-anisilico y
veratrilico, y el p-anisaldehido. Para discutir las cinéticas de estas reacciones,
es necesario tener en cuenta el niimero de formas espectrofotométricamente
distinguibles de la AAO. En los estudios de reduccién con diferentes
compuestos (ver apartado 1.2) tan sélo se observaron la forma oxidada y
reducida, y ensayos utilizando swppedSflow tampoco mostraron cambios de
absorbancia entorno a los 500 nm, caracteristicos de las formas
semiquinona. Por todo ello, la discusién presentada en este apartado se basa
en la existencia de sblo dos formas diferentes en la catilisis de la AAO, que
corresponden a la forma oxidada y reducida del cofactor.

El anilisis global de las reacciones de oxidacién de los alcoholes
estudiados reveld la existencia de una fase inicial de formacién o adaptacion
del complejo enzima-sustrato (sin cambios aparentes de absorbancia del
FAD a 460 nm), tras la cual tendrfa lugar la transferencia de electrones y
oxidacién del sustrato. Esta fase pudo ser claramente distinguible con los
sustratos de menor afinidad, como el alcohol veratrilico y el p-anisaldehido,
donde este proceso se ve ralentizado. Esta primera fase ha sido también
observada en la oxidacién de la D-alanina por la D-aminoacido oxidasa
(Pollegioni e a/, 1994). Por otro lado, para todos los alcoholes ensayados se
observé una fase de reduccién rapida de la flavina por el alcohol seguida de
una fase de reduccién lenta (de pequefia amplitud y dependiente de altas
concentraciones de sustrato), atribuida a la interaccion y/o oxidacion del
aldehido producido por la AAO. Al utilizar p-anisaldehido como sustrato se
observé una lenta reduccién de la AAO, corroborando dicha hipotesis. La
reduccién por este aldehido fue de similar amplitud a la reaccién global
observada para los alcoholes con los que se utilizé igual concentracion de
enzima. Sin embargo, fue un orden de magnitud maés lenta que la reacciéon
atribuida a la oxidacién de los aldehidos formados enzimaticamente. Esta
diferencia puede deberse a la mayor accesibilidad de estos ultimos, ya que se
generan en el entorno de la proteina y la formacién del complejo enzima-
sustrato debe verse facilitada. Estos datos son novedosos ya que hasta ahora
no se habfa probado la actividad aldehido oxidasa de la AAO frente a los
aldehidos generados por la propia enzima.
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Los ensayos con distintas concentraciones de los alcoholes p-anisilico y 3-
clorop-anisilico permitieron un estudio cinético detallado con estos
sustratos, que revelo dos cinéticas distintas de reduccién de la AAO. Esto ya
ha sido observado con otras oxidasas, como la glucosa oxidasa donde las
cinéticas de oxidacién de la glucosa y otros azdcares son distintas, aunque
esto no implique un mecanismo de reaccién diferente (Gibson ez 4/, 1964).
También existen casos extremos, como el de las monoamino oxidasas para
las que Husain et al (1982) sugirieron dos mecanismos cataliticos distintos
(via formacién de un complejo binario o ternario) en funcién de que el
compuesto a oxidar fuese fenetilamina o bencilamina.

La reaccién de reduccién de Ia AAO por el alcohol p-anisilico obedecié a
un proceso de formacién de complejo enzima-sustrato, con posterior
transferencia electrénica a la flavina y formacién irreversible de un
producto oxidado. El valor de la constante de disociacién para dicho
complejo (£.,/k;) fue aproximadamente 34 UM, en concordancia al valor de
Km obtenido en estado estacionario (37 uM). La constante de reduccién (£,)
por el alcohol anisilico fue de alrededor de 300 s, un valor superior al de la
k. (134 s7), lo que hace pensar que este paso no es el limitante en la
oxidacién del alcohol p-anisilico por la AAO. La reaccién de reduccién de la
glucosa oxidasa por 2-desoxi-D-glucosa obedece al mismo tipo de cinética
observada en la reduccién de la AAO por el alcohol p-anisilico (Gibson e
al,, 1964).

La reaccion de reduccion de la AAO por el alcohol 3-cloro-p-anisilico fue
mas compleja y obedecid a un proceso bifisico, donde se observdé una
primera reaccién de menor amplitud y linealmente dependiente de la
concentracion de sustrato sin llegar a alcanzar la saturacién. El segundo
proceso resulté ser mucho mas lento e independiente de la concentracién de
sustrato. Un primer analisis, mediante las ecuaciones descritas por
Strickland e# o/ (1975), permitié el calculo de una 4 de 1,8 uM? s,
Asumiendo que la 44 sea del orden de la Km (17 puM), la constante de
reduccibn seria 30 s, un valor que se encuentra en el mismo rango que la
kex (60 s). Pero esta interpretacidn excluye la segunda reaccién observada,
que fue incluso de mayor amplitud que la primera. Una segunda
interpretacién permitié incluir las dos fases de la reaccién, abordando el
proceso de una manera global. Asi, el primer paso representarfa un proceso
reversible de reduccién de la AAO con valores de £, y £, de 53 s' y 125 s
respectivamente, encontrandose la mayor parte de la flavina en su forma
oxidada (de ahi la pequefia amplitud de la reaccién observada para esta
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primera fase). La segunda fase reflejarfa el decaimiento del complejo entre la
enzima reducida y el producto o un intermediario en la reaccién (E,-I). Un
proceso bifasico similar ha sido descrito para otras oxidasas como vainillil
alcohol oxidasa, D-aminoacido oxidasa y lactato oxidasa (EC 1.13.12.4)
(Fitzpatrick y Massey, 1982; Fraaije y van Berkel, 1997; Lockridge e al,
1972; Pollegioni e al, 1993; 1997). Para todas ellas la formacién del
complejo E,,~I da una banda de absorbancia entorno a los 500 nm. La
reduccién de la AAO con el alcohol 3-cloro-p-anisilico utilizando stpped-flow
se realizaron a 460 nm, por lo que se requieren posteriores analisis a otras
longitudes de onda para confirmar los resultados obtenidos. De cualquier
forma, la formacién de compuestos intermediarios por la AAO habia sido
ya sugerida en los estudios de ’F NMR con alcohol zfluorobencilico, que
incluye un sustituyente de similares propiedades electrénicas en el anillo
bencénico. Finalmente, y tal como se ha descrito para el alcohol p-anisilico,
se observé una fase de reduccién lenta que se corresponde a la oxidacion del
3-cloro-p-anisaldehido.

3. Estudios estructura-funcion de la AAO

La clonacién del gen de la AAO y la obtencién de un modelo
molecular tedrico utilizando como referencia la estructura cristalografica de
la glucosa oxidasa (Varela ¢z 4/,2000b) nos permitio realizar los estudios
estructura-funcién descritos en el presente trabajo. Un estudio detallado de
la secuencia primaria de la AAO ha llevado a relacionarla con la familia
GMC de oxidorreductasas. Los espectros de dicroismo circular de la AAO
corroboraron el predominio de hélices-o. en su estructura secundaria. A
partir de los estudios de docking con distintos alcoholes, se obtuvo la
informacién necesaria para localizar el centro activo. Finalmente, los
estudios de mutagénesis dirigida aportaron interesante informacion acerca
algunos de los aminoécidos implicados en la oxidacién de los sustratos y su
posible mecanismo de accién.

3.1. Un nuevo miembro de las oxidorreductasas GMC
En 1992 Caverner defini6 una nueva familia de flavoproteinas, las GMC

oxidorreductasas, que agrupaba a enzimas con una gran similitud en su
estructura primaria (Cavener, 1992). Esta familia estuvo inicialmente
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compuesta por la glucosa deshidrogenasa y oxidasa, metanol oxidasa y
colina deshidrogenasa. Todas ellas se caracterizan por contener en su
extremo amino terminal una secuencia de unos 30 amino4cidos que se
corresponde con el dominio Baf de unién del ADP descrito por Wierenga
(1983). Posteriormente, fueron incluidas la colesterol oxidasa de
Brevibacterium sterolicum'y Streptomyces sp (Li et al., 1993; Yue et al, 1999), alcohol
deshidrogenasa de Psesdomonas oleovorans (van Beilen er al, 1992) y, mas
recientemente, piranosa oxidasa (EC.1.1.3.10) de T. wersicolor y T. hirsuta
(Albrecht y Lengauer, 2003). También se ha relacionado con esta familia a
la celobiosa deshidrogenasa de P. chrysosporium (dominio flavo) (Li et al, 1996)
y a la hidroxinitrilo liasa de almendra (Dreveny e# 4/, 2001) (Fig. 39). Todas
estas proteinas presentan secuencias conservadas en distintas regiones, sobre
todo a nivel del dominio de unién del FAD, incluyendo Signature 1 PS000623
y Signature 2 PS000624. Actualmente existen en la base de datos EMBL-EBI
188 proteinas que contiene alguna de las dos secuencias consenso que
caracterizan a esta familia.

La comparacion de la estructura primaria de la AAO de P. eryngii con la
glucosa oxidasa (4. niger y P. amagasakiense) y hidroxinitrilo liasa (P. amydalus)
revel6 la existencia de numerosos residuos conservados, la mayoria de los
cuales se localizan en las proximidades del cofactor. Estos residuos incluyen
4 secuencias consenso tipicas de la familia GMC, entre ellas las dos
mencionadas anteriormente. La AAO presenta 2 residuos no conservados
en la secuencia consenso Signature 1 PS000623. Se trata de: i) un residuo
de asparagina altamente conservado en todos los miembros de la familia
GMC (N107 en la glucosa oxidasa) implicado en la unién del cofactor al O2
de la parte ribitol, que en la AAO est4 sustituido por una histidina (H91); y
ii) la M93 de la AAO en lugar de la fenilalanina, triptofano o alanina de la
secuencia consenso. Existen otras excepciones, como la colesterol oxidasa
que no incluye los 5 dltimos residuos de Signature 2 PS000624, aunque su
estructura presenta la topologia tipica de esta familia (Li ez 2/, 1993).

Figura 39 (pagina siguiente). Arquitectura molecular de la glucosa oxidasa
(1GAL) (Hecht e al, 1993; Wohlfahrt ef al, 1999), colesterol oxidasa (1COY)
(Vrielink e al, 1991; Yue ez af, 1999), celobiosa deshidrogenasa (INAA)
(Hallberg er 4/, 2002) e hidroxinitrilo liasa (1JU2) (Dreveny e a/, 2001). Los
modelos cristalograficos muestran la estructura secundaria y el plegamiento
general de estas oxidorreductasas de la familia GMC, incluyendo los dominios
superior (union del sustrato) e inferior (unién del FAD) y el cofactor en la

posicién central.

122



123



Discusion

En general, los elementos estructurales de la glucosa oxidasa y otros
miembros de la familia GMC (Kiess ¢ o/, 1998) estan también presentes en
el modelo terico (1QJN) (Varela e 2/,2000b) de la AAO de P. eryngii descrito
en el apartado 6.3 de resultados. La arquitectura molecular general de la
AAO y otros miembros de la familia GMC consiste en dominios
estructurales: uno de uni6n del sustrato y otro de unién del FAD (Kiess e
al, 1998; Varela et 4/,2000b). El primero est4 formado en todos los casos por
dos laminas B rodeadas por un niimero variable de hélices-o.. En &l se
encuentra el motivo Boff de unién del FAD y también las zonas amino y
carbono terminal. La hélice H1 es parte de este motivo y estabiliza con su
efecto dipolo la carga negativa del grupo pirofosfato. El dominio de unién
del sustrato tiene en todas ellas un distribucién parecida de las hélices-o.

Las similares caracteristicas estructurales de AAO, colesterol oxidasa y
glucosa oxidasa, asi como las identidades de secuencia, llevan a pensar que la
AAO de P. epngis, al igual que la hidroxinitrilo liasa de almendra y el
dominio flavo de la celobiosa deshidrogenasa mencionadas anteriormente,
deben ser incluidas como nuevos miembros de la familia GMC de
oxidorreductasas (ver Fig. 39).

3.2. Dominio de union del FAD

La region de union del FAD es la zona mejor conservada, incluyendo
numerosos aminoacidos conservados entra la AAO y otros miembros de la
familia GMC de oxidorreductasas. Las interacciones con la molécula de
FAD son principalmente mediante puentes de hidrégeno entre la ribosa y el
pirofosfato del cofactor y residuos préximos al mismo. En el modelo
tedrico de la AAO se identifican 17 puentes de hidrégeno, pudiendo existir
alguno mas a través de moléculas de agua. Para la glucosa oxidasa estin
descritos 23 puentes de hidrégeno, de los cuales 7 son a través de moléculas
de agua (Hecht ez a/, 1993). De ellos tan sblo se encuentra conservado en la
AAO el puente de hidrégeno entre la cadena lateral de E33 (E55 en glucosa
oxidasa) con el O2’ de la ribosa del FAD. Este residuo forma parte del
motivo Bof de unidn del FAD vy esti altamente conservado en todos los
miembros de la familia GMC. En esta zona la AAO presenta en su
superficie un residuo de asparagina (R20), conservado en otros miembros de
la familia GMC (R42 en la glucosa oxidasa), que sirve de unibén entre las
hélice H1 y H11 a través de contactos hidrofébicos. La AAO también
presenta en su extremo C- terminal la hélice H13 (H13 y H9 en glucosa
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oxidasa y hidroxinitrilo liasa respectivamente), estructuralmente conservada
en esta familia y que establece contactos con el O2 del anillo de la flavina,
estabilizando la polarizacién negativa de éste mediante su efecto dipolo
(Dreveny es al,, 2001; Hecht e# o/, 1993; Wierenga ez al., 1983).

3.3. Descripcion del centro activo

Si bien es cierto que las flavoproteinas que componen la familia GMC
se encuentran desde un punto de vista evolutivo y estructural relacionadas,
catalizan sin embargo reacciones bioquimicas diferentes (en las que el FAD
esta implicado en la transferencia electrénica). Es por ello, que el domino de
unién del sustrato es la regién mas heterogénea, presentando una escasa
identidad de secuencia aunque est4 estructuralmente conservado. A pesar de
ello, la superposicién del centro activo de la glucosa oxidasa, la colesterol
oxidasa y la hidroxinitrilo liasa con la correspondiente regién de la AAO
reveld caracteristicas comunes en todas ellas (Dreveny ez 4/, 2001; Hecht e
al,, 1993; Wohlfahrt e al, 1999; Yue ez al, 1999).

3.3.1 Sitio de unidn de los sustratos

En la AAO se observa un canal de acceso al interior de la proteina, que
finaliza en una depresién donde se encuentra el FAD (ver Fig. 35). En
posiciones similares de la colesterol oxidasa, glucosa oxidasa y hidroxinitrilo
liasa existe un canal que conecta el centro catalitico de estas proteinas con la
superficie. La cavidad de la AAO es més abierta si se compara con la
observada en el modelo cristalografico de la colesterol oxidasa y
hidroxinitrilo liasa y de caracteristicas mas similares a la de la glucosa
oxidasa. En las dos primeras oxidasas, bloqueando la entrada al canal se
encuentra un lazo de uno 40 residuos. La estructura cristalografica del
complejo de la colesterol oxidasa con D-hidroisoandrosterona, permitié
establecer que este lazo es flexible y actia a modo de tapadera que se abre y
cierra permitiendo la entrada de los sustratos (Li e# 4/, 1993). En la AAO
también existe de un lazo en esta zona, semejante al descrito para la glucosa
oxidasa (Li ez a/, 1993). Sin embargo, hay que tener en cuenta que la glucosa
oxidasa es una proteina dimérica, situandose los residuos del lazo en la
interfase del dimero, mientras que la AAO (al igual que la colesterol oxidasa
y la hidroxinitrilo liasa) es un monomero.
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El docking con diferentes sustratos de mostré que la mayoria de las
moléculas se sitGan en el interior de una cavidad localizada en las
proximidades de la flavina de la AAO. Los alcoholes aparecen enfrentados
al anillo de flavina en su cara re. Esta orientacién es parecida a la descrita en
la  estructura cristalogrifica del complejo colesterol oxidasa/D-
hidroisoandrosterona (Li ef a/, 1993) y en el modelo glucosa oxidasa/D-
glucosa (Hecht ez al, 1993; Wohlfahrt ez al, 1999).

Rodeando a los alcoholes y definiendo el bolsillo de unién de sustratos
de la AAO se encuentran los residuos: Y78, Y92, 1.315, 1401, R403, T413,
A415, N498, 1500, F501, H502 y H546. La naturaleza de este bolsillo es
fundamentalmente hidrofébica, al igual que ocurre en otras oxidasas como
la D-amino oxidasa (Mattevi e al, 1996), la glicolato oxidasa (Miiller, 1991)
o incluso la glucosa oxidasa. En esta Gltima la unién de la D-glucosa est4
estabilizada por contactos hidrofébicos con residuos de fenilalanina,
triptéfano y tirosina (F414, W426 y Y68 para la glucosa oxidasa de P
amagasakiens)) (Wohlfahrt ef al, 1999). El carécter hidrofébico del bolsillo de
la AAO no es de extrafiar dado su especificidad por los alcoholes aromaticos
y alifaticos con sistemas de dobles enlaces conjugados.

3.3.2 Papel de los residuos H502 y H546 como bases

La situacién de los residuos H502 y H546, a distancias menores de 4 A
del anillo de flavina, hace pensar en su posible funcién como bases activas
en el mecanismo redox de la AAO. H502 se encuentra conservada en todos
los miembros de la familia GMC (H516, H520, H447 y His459 en glucosa
oxidasa de 4. niger y P. amagasakiensi, colesterol oxidasa e hidroxinitrilo liasa
respectivamente). Este residuo ocupa la misma posicién en estas proteinas,
situandose por encima del anillo de isoaloxazina, muy préximo al C4a
(Dreveny et al,, 2001; Hecht e a/, 1993; Wohlfahrt e al, 1999; Yue et al,
1999). Por el contrario, H546 de la AAO, tan sblo se encuentra conservado
en algunos miembros de la familia GMC, como la glucosa oxidasa (H559 y
H563 de A. miger y P. amagasakiense respectivamente) y la hidroxinitrilo liasa
(H497). En la glucosa oxidasa H559 se encuentra formando por su N un
puente de hidrégeno con el O de E412. En otros miembros de la familia
GMC (como la metanol oxidasa, la colesterol oxidasa y el dominio flavo de
la celobiosa deshidrogenasa) esta segunda histidina esta reemplazada por una-
asparagina (Cavener, 1992; Hallberg ez 4/, 2002; Rotsaert et 4/, 2003; Su y
Klinman, 1999). '
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En la colesterol oxidasa esta asparagina (N485) también forma un
puente de hidrégeno con un residuo de glutamato (E361) (Li e af, 1993).
Experimentos de mutagénesis dirigida de los residuos E361 y His447
demostraron que este glutamato no sélo actiia como una base en la reaccién
de isomerizacién sino que también participa en la oxidacién del sustrato (la
colesterol oxidasa cataliza la oxidacién y isomerizacién del colesterol). Estos
resultados sugieren que en la colesterol oxidasa es necesaria la participacion
como bases de los residuos E361, H447 y N385 mediada por el sistema de
puentes de hidrégeno establecido con la molécula H2O*' (Kass y Sampson,
1998; Yue e al, 1999). En la AAO este glutamato no se encuentra
conservado y sobre el modelo tedrico, la H546 forma a través de su N un
puente de hidrogeno con un residuo de asparagina (N333) bastante alejado
del glutamato conservado tras alineamiento con la colesterol oxidasa.
Estudios de mutagénesis dirigida de los correspondientes residuos en la
celobiosa deshidrogenasa (H689 y R732) han confirmado su papel como
* bases activas y mostrado que R732 estd también implicada en la unién de
sustratos (Rotsaert e# a/, 2003).

Con la glucosa oxidasa de P. amagasakiense se ha realizado también
mutagénesis dirigida de algunos de los residuos que forman parte de su
centro activo (Witt e a/, 2000). Asi se observo que la sustitucion de H563
(H546 en la AAO) por alanina o valina provoca la total inactivacion de la
enzima, mientras que las mismas sustituciones en H520 (H502 en la AAO)
provocaron un descenso de 4 y 5 ordenes de magnitud en las Vmax para la
oxidacién de la D-glucosa, sin cambio en la afinidad. Estos resultados
sugieren un papel de estas histidinas como bases activas en el mecanismo de
oxidacién de la glucosa (y como 4cidos en la reduccién del Oz), previamente
propuesto en base a su estructura cristalografica (Hecht e 4/, 1993; Su y
Klinman, 1999; Wohlfahrt e 4/, 1999).

En el modelo tedrico de la AAO la H502 se localiza a distancias
menores de 4 A del N1 de la flavina. Esta situacién es bastante favorable
para estabilizar con su forma protonada la carga negativa de la flavina
reducida. La posible implicacién de H502 y H546 en el mecanismo de
accibn de AAO fue también evaluada por mutagénesis dirigida. Las
sustitucién de H502 y H546 por serinas y leucinas provocé la inactivacién
total de las variantes de la AAO, y la sustitucidn por arginina afecto
notablemente a la actividad, detectandose solo un 1,5 % respecto a la enzima
nativa. De esta forma quedé demostrada la participacién activa de los
residuos H502 y H546 en la actividad catalitica de la AAO. Es posible
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concluir que en AAO y glucosa oxidasa los dos residuos de histidina
podrian actuar como bases en la reaccién de reduccidn de la enzima.

3.3.3 Papel de los residuos aromaticos

En el modelo tedrico de la AAO descrito por Varela e 4/ (2000b) el 85%
de los residuos de fenilalanina estan situados en el dominio de unién de los
sustratos. Situaciones parecidas han sido observadas en otras flavoenzimas,
como la poliamino oxidasa que presenta un tdnel de acceso de unos 30 A de
naturaleza fundamentalmente hidrofébica (Binda e# 4/, 1999). La vainillil-
alcohol oxidasa presenta en su centro activo cuatro residuos aromaticos, tres
residuos de tirosina (Y108, Y187 e Y503) y un residuo de fenilalanina (F524)
(Mattevi & al, 1997a). Esta oxidasa no estdi muy relacionada
estructuralmente con la AAO, pero si lo estd desde un punto de vista
catalitico, pues también oxida alcoholes aromaticos. Al igual que en la
vainillil-alcohol oxidasa, también en la AAO se observan tres residuos
aromaticos (Y78, Y92 y F501) préximos al FAD que podrian estar
implicados en la oxidacién de los sustratos (Varela ez 4/, 2000b).

El residuo F501 se encuentra en la parte inferior del bolsillo de unién de
sustratos, muy cercano al FAD y a H502. En el alineamiento descrito por
Caverner (1992) todas las oxidorreductasas de la familia GMC (con la
excepcion de la glucosa deshidrogenasa) muestran en esta posicién un
residuo aromatico, que parece establecer contactos hidrofébicos en el centro
activo. La implicacién de este residuo en la actividad catalitica de la AAO
fue evaluada por mutagénesis dirigida. La sustitucién por otro residuo
aromatico, originé una variante (F501Y) con propiedades cataliticas muy
similares a las de la enzima nativa. Sin embargo, su sustitucién por otro
residuo hidrofobico de naturaleza no aromética (variante F501A) provoc
una drastica disminucidn de la £, para todos los sustratos ensayados (1-3 s
frente a 18-144 s'en la enzima nativa), sin apenas afectar a la afinidad
(excepto para el alcohol veratrilico). Estos resultados mostraron la necesidad
de una residuo aromitico en esta posicién préxima a la flavina de la AAO.
También sugirieren que este residuo aromatico estd implicado en
interacciones hidrofébicas en el centro activo que modulan el potencial
redox de esta proteina.

El otro residuo aroméitico que participa en el centro activo es Y92,
situado en la parte superior del bolsillo de la AAO formando un puente de
hidrégeno con R403. Este residuo pertenece a una de las secuencias
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consenso de la familia GMC (Signature 1 PS000623), siendo la alcohol oxidasa
(metanol oxidasa) y la AAO las tnicas que poseen un residuo aromatico en
esta posicion (el resto presentan residuos de glicina y alanina). En el caso de
la metanol oxidasa el residuo de fenilalanina provoca una disminucion en el
espacio del centro activo (Kiess ef 4/, 1998). En la AAO Y92 se sitha en
direccién al centro activo, en una orientacidn bastante favorable para estar
implicado en la unibén de los sustratos. Es curioso mencionar que una
superposicién de los centros activos de la AAO vy la glucosa oxidasa revela
la existencia en esta Gltima de un residuo de tirosina (Y68 en la glucosa
oxidasa de A. nger) situado en la misma posicidén que la Y92 de la AAO. En
el modelo glucosa oxidasa/D-glucosa, este residuo establece un puente de
hidrégeno con la 4-OH del azicar (Wohlfahrt ez o/, 1999). Su sustitucién
por un residuo de fenilalanina, eliminaria el citado puente de hidrogeno,
manteniendo los contactos hidrofébicos. La variante no mostrd cambios en
sus constantes cataliticas lo que indicarfa que este residuo no tiene un papel
importante en la unién de los sustratos a la glucosa oxidasa (Witt e al,
2000).

En la AAO se realizé mutagénesis dirigidas Y92 sustituyéndolo por
alanina o fenilalanina. Ambas mutaciones provocan la pérdida del puente de
hidrbgeno entre la Y92 y R403. Sin embargo, éste no debe ser fundamental
para la arquitectura del bolsillo dados los resultados obtenidos con la
variante Y92F. Esta mostré incluso un incremento en la afinidad por
algunos de los alcoholes ensayados (-anisilico, veratrilico, cinamilico y 2,4
hexadien-1-0l). Este resido podria ayudar a los sustratos a posicionarse con
una adecuada orientacién, incluyendo la formacion de un puente de
hidrégeno con el OH de la tirosina. La variante Y92A de la AAO resulté
inactiva y supuso de igual manera la pérdida de este ambiente hidrofébico.
Por lo tanto la Y92 de la AAO debe jugar un papel importante
estabilizando el centro activo mediante interacciones hidrofébicas. Cabe
mencionar que en los estudios de mutagénesis dirigida de la glucosa oxidasa
realizados por Wit e# 2/ (2000) también se sustituyo este residuo de tirosina
por una glutamina pero la variante perdio6 su estructura.

3.3.4 Otros residuos del bolsillo de union de sustratos
Los resultados del docking de la AAO con diferentes sustratos sugirieron

la posible implicacién de los residuos 1401, R403 y L315 en la oxidacién de
los sustratos dada su posicién en el centro activo.
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1401 de la AAO se corresponde en el alineamiento con la glucosa oxidasa
de A. niger con E412, residuo con un probado papel estructural y funcional
en miembros de la familia GMC (Kiess e o/, 1998). Su sustitucién por una
alanina provocé una reduccién (sobre 40%) de la actividad de la AAO
frente al alcohol veratrilico. Préximo al anterior residuo de isoleucina se
encuentra R403. Su sustitucidn por una serina provocd la total inactivacién
de la enzima. Este residuo se corresponde en la glucosa oxidasa con un
residuo de fenilalanina (F414 y F418 de A njger y P. amagasakiense
respectivamente) implicado en contactos hidrofébicos en el centro activo
(Witt et al., 2000). Estos residuos ocupan posiciones y orientaciones similares
en los centros activos de la glucosa oxidasa y la AAO, lo que sugiere que
R403 de la AAO podria estar implicado en la unién a los sustratos. Una
mejor caracterizacién futura podra darnos mas informacién a cerca de su
funcién.

El residuo L315 queda orientado y muy préximo a los sustratos tras los
célculos de docking con la AAO. Por mutagénesis dirigida se introdujo un
residuo de alanina en su lugar. El cambio origina un espacio mas abierto en
el bolsillo de unién de los sustratos, alejando dicho residuo del sustrato. Las
propiedades cataliticas de la variante L315A fueron dependientes del tipo de
sustrato v, en el caso de los derivados del alcohol bencilico, de la posicién
en la que se encuentra el grupo metoxilo. No se observaron cambios
significativos en la eficiencia de oxidacién del alcohol manisilico (a pesar de
no ser un buen sustrato de la AAO). Sin embargo, se observaron similares
valores en la eficiencia catalitica para los alcoholes bencilico, p-anisilico y
veratrilico con una eficiencia del 30% respecto a la enzima nativa. Es por
ello que proponemos que el residuo L315 de la AAO participa en la
adecuada orientacién y unidn de los sustratos.

4, Mecanismo de reaccién de 1a AAO

Mientras que algunas oxidasas oxidan alcoholes fendlicos (como la
vainillil-alcohol oxidasa), todos los miembros de la familia GMC oxidan
alcoholes no fendlicos. La similitudes estructurales y cataliticas sugieren que
los miembros de esta familia podrian tener un mismo mecanismo
enzimatico de oxidacion (Cavener, 1992), entre los comentados en el
apartado 2.2 de la introduccién (ver Fig. 6). Para la metanol oxidasa fue
propuesto inicialmente un mecanismo de formacién de radicales (Sherry y
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Abeles, 1985; Silverman ez 4/, 1980). Sin embargo, existen autores que no
descartan un mecanismo de transferencia directa de un hidruro (Geissler e
al, 1986; Menon e# al, 1995; Mincey et al., 1980).

En la glucosa oxidasa y la colesterol oxidasa los mecanismo de
oxidacién propuestos conllevan la participacién de un residuo de la enzima
como base activa. De esta manera en la reacciéon de reduccién de la enzima,
dos electrones y un protdn son transferidos a la flavina y el otro protén a
dicha base. Para ambas enzimas el resultado global es el mismo, pero con
algunas diferencias en el transcurso de sus reacciones de oxidacion de los
sustratos. Para la glucosa oxidasa estan propuestos dos posibles mecanismos:
i) transferencia directa de un hidruro al N5 de la flavina desde el C1 del
sustrato; y ii) mecanismo carboanidnico con la union nucleofilica del 1-OH
de la D-glucosa al C4a de la flavina seguida de la abstraccién de un proton
desde el C-1 del sustrato (Bright y Appleby, 1969; Gibson ez 4/, 1964; Su'y
Klinman, 1999). En la estructura cristalografica de la glucosa oxidasa el 1-
OH de la D-glucosa se sitfia a una distancia de 2,8 A de H516 y H559,
siendo posible la transferencia de un protén desde el sustrato a cualquiera de
estos residuos. Como ya se ha mencionado anteriormente, los resultados de
mutagénesis dirigida realizados por Witt er a/ (2000) corroboraron la
implicaci6n de estas histidinas en el mecanismos de oxidacion de la glucosa.

En el caso de la colesterol oxidasa las interacciones entre la enzima y el
sustrato (complejo colesterol oxidasa/D-hidroisoandrosterona) permiten
proponer: i) un mecanismo de transferencia directa de un hidruro semejante
al de la glucosa oxidasa; o ii) la formacién de un radical similar al propuesto
para la metanol oxidasa (Li et 4/, 1993). Para ambos mecanismos las
distancias entre el 10H del sustrato y H557 (base activa) imposibilitan una
transferencia directa desde el sustrato a la base, pudiendo estar mediada por
una molécula de agua. Cuando se forma el complejo entre la colesterol
oxidasa y el sustrato tan sblo permanece una molécula de agua (H20°*") en
el sitio de unién a los sustratos. Antes de la union del sustrato esta molécula
estaba unida mediante puentes de hidrégeno a N485, H447 y al N5 del
anillo de flavina. Tras la unién al sustrato estas uniones permanecen y se
origina un nuevo puente de hidrégeno entre H20**! y el O1 del sustrato.
Por lo tanto la protonacién de la H557 de la colesterol oxidasa podria ser a
través de esta molécula de agua, y no de manera directa como ocurre en la
glucosa oxidasa.

Se ha propuesto el mecanismo de transferencia de un hidruro como un
mecanismo consenso en las miembros de la familia GMC. Este tipo de
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mecanismo de deshidrogenacién es para algunos autores (Mattevi ef 4,
1997b) el mas frecuentemente empleado por las flavoenzimas. Con la
resolucién de las estructuras cristalogrificas y estudios de mutagénesis
dirigida se ha probado este tipo de mecanismo como alternativo a los otros
que tradicionalmente habian sido propuestos (Ghisla y Massey, 1989;
Karplus y Schulz, 1989; Mattevi et al,, 1997b).

Atendiendo a lo anteriormente comentado, y a la informacién sobre la
AAO obtenida del docking con distintos alcoholes y de los estudios de
mutagénesis dirigida, se puede proponer para la oxidacién de los diferentes
alcoholes por la AAO un mecanismo de transferencia de un hidruro
mediado por una base. En el docking con los alcoholes veratrilico y
cinamilico se observaron dos posibles orientaciones que favorecerian un
mecanismo de oxidacién por transferencia de un hidruro. En la primera el
grupo 10H se sitfa a una distancia de 3.5 A del N5 a la de flavina pero a
distancias mayores de 5 A de los residuos H502 y H546, por lo que la
transferencia de un protén deberfa de estar mediada por un mecanismo del
tipo descrito para la colesterol oxidasa. En la segunda posible orientacién el
10OH del alcohol veratrilico o cinamilico es equidistante y a distancia de
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Figura 40. Ciclo catalitico de la AAO. Se describe el posible
mecanismo de oxidacion del alcohol bencilico a benzaldehido por
transferencia de un hidruro mediado por una base en la reaccién de
reduccién de la enzima, y la oxidacién de la AAO por el O:
formando H20:.

132



Discusiin

puente de hidrogeno de H502 y H546 pudiéndose darse la protonacion
directa de éstas. La abstraccién de un protén desde el OH del C1 de los
sustratos de la AAO a una de las bases (H502 y/o H546) facilitaria la
transferencia directa de un hidruro a la flavina.

Para concluir, la Fig. 40 resume el ciclo catalitico de la AAO de P. enngii
dividido en dos reacciones. En la reaccién de reduccidn, la AAO catalizaria
la oxidacién y deshidrogenacién de alcoholes aromaticos o alifaticos
poliinsaturados mediante un mecanismo de transferencia de un hidruro
desde el C, mediado por una base. De esta forma dos electrones y un
protén serfan transferidos al cofactor y el otro protén a uno de los residuos
de histidina (H502 y/o H546) propuestos como bases activas. El ciclo
catalitico de la AAO se completa con la reoxidacién de la enzima al
transferir los dos protones y los dos electrones al Oz para generar HzOx.
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. La expresidén heterbloga del cDNA de la AAO de P. enngii en E.
nidulans y E. coli (en el segundo caso seguida de activacion in vitm) ha
permitido completar la caracterizacién de esta flavoenzima (iniciada
con el estudio de la forma salvaje). Con este fin se utilizaron técnicas
de stopped-flow y mutagénesis dirigida entre otras.

. La AAQ de P. enyngii es una oxidasa atipica ya que no estabiliza un
intermediario de tipo semiquinona anidnica (durante su reduccién por
sustratos, ditionito o fotorreduccién) ni forma un aducto con el
sulfito. Estos hechos resultan llamativos al existir un residuo con carga
positiva en las inmediaciones del C4a de la flavina.

. Los sustratos tipicos de la AAO son alcoholes aromaticos o alifaticos
poliinsaturados con un hidroxilo primario en el C,. Los alcoholes p-
anisilico (5235 s mM") y 3-clorop-anisilico (4086 s' mM?) y el
hexadienol (1271 s' mM") estin entre los mejores sustratos, no
detectindose un claro efecto electrénico al comparar diferentes
sustituyentes en el anillo bencénico.

. El centro activo de la AAO posee afinidad por compuestos con
sistemas de dobles enlaces conjugados, con independencia de que
contengan grupos hidroxilo alcohdlicos, como han puesto de
manifiesto estudios de inhibicion.

. La AAO sblo esta implicada en reacciones de oxidaci6én (de alcoholes
y aldehidos) pero es incapaz de catalizar reacciones de desmetilacion,
desaminacién e hidroxilacion descritas para otras oxidasas de alcoholes
aromaticos.

. La AAO posee también actividad aldehido oxidasa que fue puesta de
manifiesto en estudios de stopped flow (donde se vio que era lentamente

reducida por los aldehidos generados por la propia enzima) y mediante
F NMR.

. Los estudios de swpped flw con alcoholes bencilicos sustituidos
mostraron la dependencia de las cinéticas de reduccion de la AAO del
tipo sustrato, calculindose las constantes de reduccion (&2 303 s7) y
disociacion (44 34 UM) para el alcohol panisilico.

. La comparacién de la estructura primaria de la AAO con la de la
glucosa oxidasa y otros miembros de la familia GMC de
oxidorreductasas, reveld la existencia de cuatro motivos conservados.
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9. Este hecho, junto con la existencia de una topologia tipica con un
dominio de unién del FAD (con el motivo BoB) y un dominio de
unién de sustratos, han llevado en este trabajo a considerar a la AAO
como un nuevo miembro de la familia GMC de oxido-reductasas.

10.Mediante acoplamiento molecular de la AAO con distintos sustratos
se pudo localizar un bolsillo de unién de los sustratos en las
inmediaciones del anillo de flavina. Posteriores estudios de
mutagenesis dirigida confirmaron el papel de residuos del centro
activo en la actividad catalitica.

11.Estos ultimos estudios mostraron la necesidad de un residuo
aromatico en las posiciones ocupadas por Y92 y F501. Las constantes
cinéticas de las variantes obtenidas sugieren que ambos residuos
podrian modular el potencial redox del FAD de la AAO, y que Y92
podria también contribuir a la adecuada orientacién de los sustratos.

12.Simultdneamente se mostré que dos histidinas proximas al N5 de la
flavina (H502 y H546) y al hidroxilo alcohdlico del sustrato, son
indispensables para la actividad catalitica.

13.Se propone que estas dos histidinas actuarian como bases activas en la
reaccién de oxidacidén de los sustratos, a través de un mecanismo de
deshidrogenacién por transferencia directa de un hidruro y reduccién

del FAD.

14.Los estudios futuros sobre el mecanismo catalitico y la unién de los
diferentes sustratos de esta interesante oxidasa se veran facilitados por
la resolucién de su estructura cristalografica llevada a cabo muy
recientemente en el CIB.
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